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0 TNF-Rezeptor, TNF bindende Proteine und dafur kodierende DNAs. 

@ DNA-Sequenzen, kodierend fur ein TNF-bindendes Protein und fOr den TNF-Rezeptor, von dem dieses 
Protein die losliche Domane darstellt. Die DNA-Sequenzen konnen fur die Herstellung rekonabinanter DNA- 
MolekUle zur Herstellung von TNF-bindendem Protein und TNF-Rezeptor verwendet werden. Rekombinantes 
TNF-bindendes Protein kommt in pharmazeutischen ZQbereitungen zur Behandlung von Indikationen. bei denen 
eine schadigende Wirkung von TNF auftritt, zur Anwendung. Mit Hilfe des TNF-Rezeptors bzw. Fragmenten 
davon oder mit Hilfe geeigneter Wirtsorganlsmen, transformlert mit rekombinanten DNA-Molekulen, enthaltend 
die fQr den TNF-Rezeptor kodierende DNA oder Fragmente oder Modifikationen davon, konnen Substanzen auf 
Ihre Wechselwirkung mit dem TNF-Rezeptor und/oder auf ihre Beelnflussung der biologischen Wirkung von TNF 
untersucht werden. 
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Abstract (Basic): EP 393438 A 

DNA (I) coding for a tumour necrosis factor (TNF) receptor or 
fragment with a specified sequence in the figure is new. Also new are 
(1) DNA (II) encoding TNF binding proteins; (2) recombinant DNA 
molecules containing (I) or (II); (3) host organisms transformed with 
the recombinant mols.; and (4) polypeptides, (Al) and (A2) , encoded by 
(I) or (II) respectively. (II) has a choice of 2 N-terminal sequences. 
Preferably the recombinant mols. are plasmids ADTNF-BP, pADTNF-R, 
pADBTNF-BP or pADBTNF-R. Al has the sequence in the figure. 

USE/ADVANTAGE - The peptides are useful in pharmaceutical 
compositions for prophylaxis or treatment of human tumours and to 
understand the mechanisms of TNF action. 

In an example, COs 7 cellse (10 power 6) in 80 mm petri dishes 
were transfected in RPMI-1640 medium with 10% head inactivated foetal 
calf serum, at 37 deg.C, in 5% C02 following centrif ugation, the 
supernatant was discarded and replaced with serum free medium. A 
further centrif ugat ion step followed by addition of 1 ml medium as well 
as 250 micro g/ml DEAE dextran and 10 micro g plasmid DNA. Incubation 
for 40 minutes at 37 deg.C, washing with 10% calf serum and suspension 



in 5 ml medium with 100 micro gml chloroquin was carried out. The cells 

were shown to secrete TNF-BP. (50pp Dwg.No.1/9) 
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® TNF-Rezeptor, TNF bindende Proteine und dafUr kodierende DNAs. 

(£) DNA-Sequenzen, kodierend fUr ein TNF-blndendes Protein und fOr den TNF-Rezeptor, von dem dieses 
Protein die ISsliche Domane darstellt Die DNA-Sequenzen icSnnen fQr die Herstellung rekomblnanter DNA- 
Molel<aie zur Herstellung von TNF-bindendem Protein und TNF-Rezeptor verwendet werden. Rekombinantes 
TNF-blndendes Protein kommt in phannazeutischen ZUbereitungen zur Behandlung von Indikationen, bel denen 
eine sdiSdigende Wirkung von TNF auftritt, zur Anwendung. Mit Hilfe des TNF-Rezeptors bzw. Fragmenten 
davon oder mit Hilfe geeigneter Wirtsorganismen, transformiert mit rekombinanten DNA-Molektllen, enthaltend 
die fQr den TNF-Rezeptor kodierende DNA oder Fragmente oder Modiflkationen davon, kfinnen Substanzen auf 
ihre Wechselvyirkung mit dem TNF-Rezeptor und/oder auf ihre Beelnflussung der biologischen Wirkung von TNF 
untersuclit werden. 



< 

00 

CO 

o> 

CO 



0. 

uu 



Xerox Cooy Centre 



EP 0 393 438 A2 



TNF-Rezeptor, TNF bindende Protefne und dafUr kodierende DNAs 



Die Erfindung bezleht sich auf einen TNF-Rezeptor sowie auf ein TNF bindendes Protein. 
Tumomekrosefaktor (TNF-o) wurde erstmals im Senjm von Mausen und Kaninchen gefunden, die mit 
Bacillus Calnnette-Guerin Infiziert und denen Endotoxin injiziert worden war, und auf Grund seiner cytotoxi- 
schen und Antitunrjoreigenschaften erkannt (Carswell et al., 1975), Er wird vor allem von aktivierten 

5 Makropiiagen und Monozyten produziert Zafilreiche Zelltypen, die Zlele fDr TNF sind, welsen OberflMchen- 
rezeptoren mit holier Affinitat fOr dieses Polypeptid auf (Old et al.. 1987); es wurde angenommen. daU 
Lymphotoxin {TNF-/9) an denselben Rezeptor bindet (Aggarwai et al.. 1985. Gullberg et al., 1987). TNF-a ist 
identisch mit einem als Cachectin bezelchneten Faktor (Beutler et al.» 1985), der die Upoproteinlipase 
unterdruckt und bei croniscii-enlzUndlichen und malignen Erkrankungen zur Hypertrlglyceridamie fOhrt 

70 (Tortie et al.. 1985. Mahoney et al.. 1985). TNF-a dOrfte an der Regulation des Wachstums sowie an der 
Differenziemng und Funktion von Zellen, die bei Entzundungen, Immunvorgangen und Hamatopoese eine 
Rolle spielen, beteiligt sein. 

TNF kann auf den Wirtsorganismus durch Stimulation von Neutrophilen (Shalaby et al,, 1985. Klebanoff 
et al.. 1986) und Monocyten sowie durch Hemmung der Replikation von Viren (Mestan et al.. 1986. Wong et 

75 al.. 1986) eIne positive Wirkung ausOben. DarOberhlnaus aktiviert TNF-a die Immunabwehr gegen Parasiten 
und wirkt direkt und/oder indirekt als Mediator bei Immunreaktionen, entzOndlichen Prozessen und anderen 
Vorgangen im Organismus, wobei die Wirkmechanismen in vielen Fallen noch ungeklart sind. 
Die Verabreichung von TNF-a (Cerami et al., 1988) kann jedoch auch von schadllchen Erscheinungen 
(Tracey et al.. 1986) wie Schock- und GewebeschSdigungen begleitet sein. die durch Antikorper gegen 

20 TNF-a aufgehoben werden kSnnen (Tracey et al., 1987). Eine Reihe von Beobachtungen laiSt auf eine Rolle 
von endogen frelgesetztem TNF-a bei verschiedenen pathoioglschen Zustanden schliei3en. So scheint TNF- 
a ein Mediator der Kachexie zu sein, die bei chronisch-invasiven, z.B. parasitaren Erkrankungen auftreten 
kann. TNF-a scheint auch eine wesentiiche Rolle be! der Pathogenese des durch gram-negative Bakterien 
verursachtien Schocks (Endotoxin-Schock) zu spielen; er durfte an einigen. wenn nicht alien Wirkungen von 

25 Upopolysacchariden beteiligt sein (Beutler et a!., 1988). Ebenso wurde eine Funktion von TNF bei den im 
Rahmen von entzundlichen Prozessen in Gelenken und anderen Geweben auftretenden Gewebeschadigun- 
gen sowie bei der Letalitat und MorbiditSt der Graft-versus-host reaction (GVHR, Transplantat-Absto/3ung 
(Piguet et al.. 1987) postuliert. Auch wurde ein Zusammenhang zwischen der Konzentration von TNF Im 
Serum und dem todlichen Ausgang von Meningokokkenerkrankungen berichtet (Waage et al., 1987). 

30 Welters wurde beobachtet da/3 die Verabreichung von TNF-a Uber einen langeren Zeitraum einen 
Zustand von Anorexie -und Auszehrung verursacht, die eine ahnliche Symptomatik aufweist wie die 
Kachexie, die mit neopiastischen und chronischen Infektiosen Erkrankungen einhergeht (Otiff et al.. 1987). 

Es wurde uber eine TNF inhibierende AktivitMt eines Proteins aus dem Ham von Reberpatienten 
berichtet. von dessen Wirkung vermulet wird,.da0 sie auf einen kompetitlven Mechanismus auf Rezeptor- 

35 ebene selbst (Shnlich der Wirkung des InterleuWn-l Inhibitors (Seckinger et al., 1987)) zurGckzufUhren ist 
(Seckinger et al., 1988). 

In der EP-A2 308 378 wird ein TNF inhibierendes Protein beschrieben, das aus menschlischem Harn 
gewonnen wurde. Seine Wirkung wurde im Ham gesunder und kranker Personen nachgewiesen und 
aufgrund der FShlgkeit bestimmt. die Bindung von TNF-a an seine Rezeptoren auf humanen HeLa Zellen 

40 und FS 11 Rbroblasten sowie die zytotoxische Wirkung von TNF-a auf murine A9 Zellen zu inhibieren. Das 
Protein wurde im wesentllchen zur Homogenitat gereinigt und durch seinen N-Terminus charakterisiert. in 
dieser Patentveroffentlichung werden zwar grundsMtzllch mSgllche 'Wege dargelegt. zur fur das Protein 
kodierenden DNA und zum rekombinanten Protein zu gelangen; es werden jedoch keine konkreten Angaben 
gemacht, welcher der theoretisch moglichen Losungswege zum Ziel fUhrt. 

45 In Vorversuchen zur vorliegenden Erfindung konnte aus Dialyseham von Uramiepatienten ebenfalls ein 
Protein identifiziert werden. das die bioiogischen Wirkungen von TNF-a hemmt, indem es durch Wechsel- 
wirkung mit TNF-a dessen Bindung an seinen ZelloberflSchenrezeptor verfiindert (Olsson et al., 1988). Von 
diesem Protein wurde auch eine Affinitit zu TNF-i8 festgestellt. 

Die Anwesenheit dieses Proteins (im folgenden TNF-BP genannt) im konzentrlerten DIalyseharn wurde 

so durch Kompetition mit der Bindung von radioaktiv marklertem rekombinantem TNF-a an einen Subklon von 
HL-60 Zellen nachgewiesen, wobei der Einflu/3 von dialyslertem Harn auf die Bindung von '^si-jMp-a an die 
Zellen gemessen wurde. Die durchgefOhrten Bindungsversuche zeigten eine doslsabhangige Hemmung der 
TNF-o-Bindung an die Zelle durch konzentrierten Dialyseham (die Moglichkeit der Interpretation, "dafi die 
beobachtete Verringerung der Bindung durch gegebenenfalls im Ham vorhandenen TNF-a selbst Oder TNF- 
jS. der urn die Bindung konkuniert. vemrsacht werden k5nnte, wurden durch den Befund, dafl die 
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Verringerung der Bindung durch Anwendung von TNF-o-und TNF-jS-AntikQrpem nicht aufgehoben werden 
konnte, ausgeschlossen). 

In analoger Weis© wurde In Vorversuchen zur vorliegenden Erfindung nachgewlesen, 6aB TNF-BP auch 
Affinitat zu THF-fi aufwelst, sie betragt ca. 1^0 seiner Affinitat zu TNF-a. 
5 Mittels Gelchromatographie auf Saphacryl 200 wurde festgestellt, daB sine Substanz Im Ham und 
Serunr^ von Dialysepatienten sowie Im Serum von gesunden Personen mit rekombinantem TNF-o einen 
Komplex mit einem Moiekulargewicht von ca. 75 000 bildet 

TNF-BP wurde aus mehreren Proben DIalyseharn von Uramlepatienten durch partlelie Reinigung mittels 
Druckuitraflttration, lonenaustauschchromatographle und Gelchromatographie 62fach angereichert. 
70 Die erhaltenen PrSparationen warden zum Nachwels der blologischen Aktlvltat von TNF-BP durch 
Hemmung der wachstumshemmenden Wirkung von TNF-a auf HL-60-10 Zellen verwendet. Es zelgte sich 
eine doslsabhanglge Wirkung von TNF-BP auf die bioiogische Wirkung von TNF-a. Es wurde welters das 
Blndungsverhalten von Zellen durch Vorbehandlung mit TNF-BP und ausschlleiSendem Kompetitlonsbin- 
dungstest untersucht Dabei wurde nachgewlesen. daB Vorbehandlung der Zellen mit TN-BP die Bindung 
75 von TNF-a an die Zelle nicht beeintrachtigt. Dies zeigt. 6aB die Wirkung von TNF-BP nicht auf seiner 
etwaigen Bindung an die Zelle und Konkurrenzierung mit TNF-a um die Bindung an den Rezeptor beruht. 

Das im wesentlichen homogene Protein wurde in hochgereinlgter Form erhalten, Indem Harn von 
Dialysepatienten durch Ultrafiltration konzentrlert, der konzentrierte Ham dialysiert und zunachst in einem 
ersten Reinigungsschritt mittels QEAE-Sephacel-Chromatographie auf das Vierfache angereichert wurde. 
20 Die weitere Anreicherung erfolgte mittels AfflnitStschromatographie durch an Sepharose gebundenen TNF- 
a. Die Endreinigung wurde mittels Reverse Phase Chromatographie (FPLC) durchgefClhrt. 

Es konnte gezeigt werden, dai3 das im wesentlichen hochgereinigte Protein die zytotoxische Wirkung 
von TNF-o auf WEH1 164 Klon 13 Zellen hemmt (Olsson et al.. 1989). 

Vom Im wesentlichen hochgereinigten Protein wurde die N-terminale AminosSuresequenz aufgeklart. 
25 Sie wurde mit Asp-Ser-Vai-Xaa-Pro-Gln-Gly-Lys-Tyr-lle-Hls-Pro-Gln-(Hauptsequenz) bestimmt (daneben 
wurde in Spuren die folgende N-terminale Sequenz nachgewlesen: Leu-(Val)-(Pro)-(His)-Leu-Qly-Xaa-Arg- 
Glu-(Neben5equenz)). Der Verglelch der Hauptsequenz mit der N-termlnalen Sequenz des In der EP-A2 308 
378 geoffenbarten TNF Inhiblerenden Proteins zelgt die Identitat der beiden Protelne, 

Es wurde folgende Aminosaurezusammensetzung, angegeben in Mol-Aminosaure pro Mol Protein und 
30 in Mol % Aminosaure, bestimmt als Mittelwert einer 24* und 48-stQndlgen Hydrolyse, ermittelt 





Mol 

AmlnosSure/Mol 
Protein 


Mol % 
AminosSure 


Asp + Asn 


27.5 


10.9 


Thr 


15.8 


6.3 


Ser 


20,7 


8.2 


Glu + Gin 


35.0 


13.8 


Pro 


9.5 


3.8 


Gly 


16.0 


6,3 


Ala 


4.2 


1.7 


Cys 


32,3 


12,8 


Val 


10,8 


4.3 


Met 


1.1 


0.4 


He 


7.0 


2.8 


Leu 


20,2 


8.0 


Tyr 


6.1 


2.4 


Phe 


8,1 


3,2 


His 


11.1 


4,4 


Lys 


15.7 


6.2 


Arg 


11.8 


4,7 


Total 


252.9 


100 



EIn Gehalt an Glukosamin wurde mittels Aminosaureanalyse nachgewlesen. Die Ergebnisse eines mit 
Goncanavailn A und Welzenkelmiektin durchgefOhrten Affinoblots zeigten ebenfalls. da/3 es sich bel TNF-BP 
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um ein Glykoprotein handelt 

Das im wesentlichen homogene Protein wurde tryptisch verdaut und von 17 der erhaltenen Spaltpeptlde 
die Aminosauresequenzen bestlmmt. Weiters wurde der C-Terminus analysiert. 

TNF-BP kommt offensichtlich die Funktion eines Regulators der TNF-Aktivitat mit der Fahigkeit zu, die 
5 Konzentrationsanderungen von freiem, biologlsch aktlvem TNF-a abzupuffern, TNF-BP dOrfte auch die 
Ausscheidung von TNF durch die Niere beeinflussen. weil der mit TNF geblldete Konnplex, dessen 
Moiekulargewicht mittels Gelpermeationsciiromatographie auf Sephadex G 75 mit ca. 75000. bestimmt 
wurde, im Gegensatz zu TNF offensichtlich nicht durch den Glomerulus zuruckgehalten wird. 

Das TNF-BP wurde aus dem Harn von Dialysepatienten als eine von.drei Hauptproteinkomponenten, 
70 die Affinitat zu TNF aufwelsen und die gemeinsam mit TNF-BP von der TNF-Afflnitatschromatographiesaule 
eluieren. nachgewiesen. Die beiden anderen Proteine binden jedoch offensichtlich in einer Weise, die die 
Bindung von TNF-a an seinen Zelloberflgchenrezeptor nicht beeintrachtigt. 

Die zur biologischen Wirkung des TNF-BP erhaltenen Ergebnisse. insbesondere der Vergleich der 
Bindungskonstante mit der fGr den TNF-Rezeptor beschriebenen Bindungskonstante (Creasey et al., 1987) 
75 lieferten einen ersten Hlnweis dafOr, dafi es sich bei diesem Protein um den I5slichen Teil eines TNF- 
Rezeptors handeln konnte. 

Auf Grund seiner Fahigkeit. die biologlsche Wirkung von TNF-a und TNF-/8 zu inhibieren. ist das TNF 
bindende Protein geeignet, bel Indikationen eingesetzt zu werden, bei denen eine Herabsetzung der TNF- 
Aktivitat im Organismus angezeigt ist. Geeignet zur Anwendung bei diesen Indikationen sind auch Derivate 
20 Oder Fragmente des TNF bindenden Proteins mit der Fahigkeit, die blologische Wirkung von TNF zu 
inliibleren. 

TNF-BP (bzw. seine funktionellen Derivate Oder aktiven Fragmente) kann zur prophylaktischen und 

therapeutischen Behandlung des menschlichen Oder tierischen Korpers bel Indikationen, bei denen eine 

schadigende Wirkung von TNF-a auftritt, eingesetzt werden. Zu diesen Erkrankungen zahlen insbesondere 
25 entzundliche sowie infektlose und parasitSre Erkrankungen Oder SchockzustSnde, bei denen endogenes 

TNF-a freigesetzt wird, welters Kachexie, GVHR, ARDS (Adult Respiratory Distress Symptom) und Autoim- 

munerkrankungen wie Rheumatoide Arthritis, etc. Es sind darunter auch pathologlsche ZustSnde zu 

verstehen, die als Nebenwirkungen bei der Therapie mit TNF-a. besonders bel hoher Dosieaing, auftreten 

konnen, z.B. schwere Hypotension oder Storungen des Zentralnervensystems. 
30 Auf Grund seiner TNF bindenden Eigenschaften ist TNF-BP auch als DIagnostikum fQr die Bestimmung 

von TNF-a und/oder TNF-/8 geeignet. z.B. als eine der Komponenten In Radioimmunoassays Oder 

Enzymimmunoassays, gegebenenfalls zusammen mit Antikorpern gegen TNF. 

Auf Grund seiner Eigenschaften Ist dieses Protein ein pharmakologisch wertvoller WIrkstoff, der aus 

naturlichen Quellen nicht in ausreichender Menge mittels proteinchemischer Methoden darstellbar ist. 
35 Es bestand daher das Bedurfnis, dieses Protein (bzw. venvandte Proteine mit der F§higkeit, TNF zu 

binden) auf rekombinantem Weg herzustellen, um es fGr die therapeutische Anwendung in ausreichender 

Menge zur Verfugung zu stellen. 

Unter der "Fahigkeit. TNF zu binden" ist im Rahmen der vorliegenden Erfindung die Eigenschaft ernes 

Proteins zu verstehen, an TNF-a derart zu binden, daiS die Bindung von TNF-a an den funktionellen Tell des 
40 Rezeptors verhindert und die Wirkung von TNF-a Im menschlichen oder tierischen Organismus gehemmt 

Oder aufgehoben wird. Durch diese Definition Ist die Fahigkeit eines Proteins, auch an andere Proteine, z.B. 

an TNF-/9. zu binden und deren Wirkung inhibieren zu konnen, mit eingeschlossen. 

Der vorliegenden Erfindung lag die Aufgabe zugrunde, die fUr TNF-BP kodierende DNA zur VerfDgung 

zu stellen, um auf deren Basis die Herstellung rekombinanter DNA-Molekule zu emnoglichen. mit denen 
45 geeignete WIrtsorganismen transfonfnlert werden kSnnen, um TNF-BP bzw. funktlonelle Derivate und 

Fragmente davon zu produzieren. 

Im Rahmen dieser Aufgabenstellung sollte auch festgestellt werden, ob es sich beim TNF-BP um den 

loslichen Teil eines TNF-Rezeptors handelt. Diese Annahme wurde bestStigt, womit die Grundlage fOr die 

Aufkiarung der Rezeptorsequenz geschaffen war. 
50 Bne weitere Aufgabenstellung im Rahmen der vorliegenden Erfindung bestand in der Bereitstellung der 

fDr einen TNF-Rezeptor kodlerenden cDNA fOr die Herstellung von rekombinantem humanem TNF- 
Rezeptor. 

Das Vorhandensein eines spezlfischen Rezeptors mit hoher Affinitat zu TNF-a auf verschledenen 
Zelltypen wurde von mehreren Arbeltsgruppen gezeigt. Kurzlich wurde erstmals von der Isolierung und 
S5 vorlaufigen Charakterisierung eines TNF-a Rezeptors berichtet (Stauber et al., 1988). Da die Bindung von 
radioaktiv markiertem TNF-a durch einen Oberschu/5 TNF-jS aufgehoben werden kann (Agganval et al., 
1985). wurde vorgeschlagen. dafl TNF-a und TNF-i3 einen gemeinsamen Rezeptor teilen. Da jedoch 
andererseits gezeigt werden konnte. da/5 bestimmte Zelltypen, die auf TNF-a ansprechen. gegen TNF-a 
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teiiweise Oder ganzlich unempfindtich sind (Locksley et al.. 1987), wurde die Exrstenz eines gemelnsamen 

Rezeptors wieder in Zwelfel gezogen. 

Im Gegensatz dazu scheinen kOrzlich erhaltene Ergebnisse zu den Bindungselgenschaften von TNF-)3 

an Rezeptoren die Tlieorle eines gemeinsamen Rezeptors wieder zu erharten (Staiiber et ai.. 1989), wobei 
5 In dieser Arbeit vorgeschlagen wird, da/3 zwischen TNF-o und THF-fi Unterschiede hinsiclitlich der 

Wechselwirkung mit dem Rezeptor bzw. zusatzlich lilnsichtlich der In der Zelle nach der Ugand-Rezeptor- 

wechselwirkung eintretenden Ereignisse bestehen. 

Ktirzlich wurde von einem welteren TNF bindenden Protein berichtet. von dem vermutet wird, da/3 es 

sich dabei urn die losliche Form eines anderen TNF-Rezeptors liandelt (Engelmann et al., 1990). 
70 Die Verfugbarkeit der fDr einen TNF-Rezeptor kodierenden DNA stellt die Voraussetzung flir die 

Herstellung von rekombinantem Rezeptor und damit u.a. eine wesentliche Erieichterung fOr die DurchfQh- 

rung vergleichender Untersuchungen verschiedener Zelltypen auf ihre(n) TNF-o- und/oder TNF-/3-Rezeptor- 

(en) bzw. auf die durch die Bindung von TNF an den Rezeptor in der Zelle ausgelosten Reaktionen dar. 

Dadurch wird weiters die Aufklarung der dreidimensionalen Struktur des Rezeptors ermSglicht und damIt 
76 die Voraussetzung fur ein rationales Design fOr die Entwicklung von Agonisten und Antagonlsten der TNF- 

Wirkung geschaffen. 

Bei der Losung der gestellten Aufgabe wurde von der Feststellung ausgegangen, daB das Durchsuchen 
von cDNA-Blbliotheken mit Hilfe von Hybridisierungssonden, die von Aminosauresequenzen kurzer Peptide 
abgeleitet sind, auf Grund der Degeneration des genetischen Codes mitunter auf groCere Schwierigkeiten 
20 stoliX. Zusatzlicli erschwert wird diese Vorgangsweise dann, wenn von einem Protein, wie z.B. dem TNF- 
BP, nicht bekannt ist, In welchen Geweben es synthetislert wird. In diesem Fall kann bei einem Versagen 
dieser Methode unter Umstanden nicht mit Bestimmtlieit festgestellt werden, ob es auf die Wahl einer 
ungeeigneten cDNA-Bibliothek Oder auf die zu gerlnge SpezifttSt der Hybridisierungssonden zurQckzufQhren 
Ist. 

26 Urn die fOr TNF-BP kodierende DNA zu erhalten, wurde daher zunachst erfindungsgema/3 wie folgt 
vorgegangen: 

Als cDNA-Bibllothek wurde eine Bibllothek der Fibrosarkomzellinle HS913 T. die mit TNFa induziert 
worden war und in X gt11 vorlag, eingesetzt. Um aus dieser Bibliothek X DNA mit TNF-BP Sequenzen zu 
erhalten, wurde die groiBe Empfindlichkeit der Polymerase Kettenreaktion (PGR. (Saiki, 1988)) ausgenutzt. 
30 (Mit Hilfe dieser Methode kann aus einer gesamten cDNA-Bibllothek eine unbekannte DNA-Sequenz 
erhalten werden. die flankiert ist von Oligonukleotlden, die auf Basis bekannter Aminosauretellsequenzen 
entworfen und als Primer eingesetzt wurden. Ein solches langeres DNA-Fragment kann nachfolgend als 
Hybrldlslerungssonde, z.B. zur Isolierung von cDNA-Klonen, insbesondere des ursprunglichen cDNA-Klons, 
eingesetzt werden). 

55 Auf Basis der N-terminaleh Aminosauresequenz (Hauptsequenz) iind "Aminosauresequenzen von trypti- 
schen Peptlden, die vom hochgereinigten TNF-BP erhalten worden waren. wurden Hybridisierungssonden 
hergestellt. Mit Hilfe dieser Sonden wurde mittels PGR aus der cDNA-Bibliothek HS913T eine cDNA, die 
einen Teil der fUr TNF-BP kodierenden cDNA darstellt, erhalten. Diese cDNA weist die folgende Nukleotid- 
sequenz auf: 

40 CAQ GGQ AAA TAT ATT CAC CCT CAA AAT AAT TCG ATT TGC TGT ACC AAG TGC CAC AAA GGA 
ACC TAG TTG TAG AAT GAG TGT GGA GGG GGG GGG GAG GAT AGG GAG TGC AGG GAG TGT GAG 
AGO GGG TGC TTG ACA GGG TGA GAA AAG AAG AAG . 

Diese DNA stellt eine von moglichen Varianten dar. die geeignet sind, mit TNF-BP-DNAs bzw. TNF-BP- 
RNAs zu hybridisieren (solche Varianten umfassen z.B. diejenlgen DNA-MolekQIe, die durch PCR-Amplifika- 

45 tion mit Hilfe von Primem erhalten werden, deren Nukleotidsequenz nicht exakt mit der gesuchten Sequenz 
Qbereinstimmt etwa auf grund von zu Klonlerungszwecken vorgesehenen Restriktionsschnittstellen Oder 
aufgrund von bei der Aminosauresequenzanalyse etwa nicht eindeutig ermittelten Aminosauren). Unter 
"TNF-BP-DNAs" bzw. "TNF-BP-RNAs" sind NukleinsSuren zu verstehen. die fOr TNF-BP bzw. verwandte 
Proteine mit der FShigkeit TNF zu binden kodieren bzw. die fQr ein solches Protein kodierende Sequenz 

50 enthatten. 

Unter TNF-BP-DNAs (bzw. TNF-BP-RNAs) sind auch cDNAs, abgeleitet von mRNAs. die durch 

alternatives Splicing entstanden sind (bzw. diese mRNAs selbst), mitumfaiSt Unter "alternativem Splicing" 
wird die Entfemung von Introns verstanden, bei der vom gleichen mRNA-Precursor verschiedene 
Spliceacceptor- und/oder Spllcedonorstellen verwendet werden. Die dabei entstehenden mRNAs unterschel- 
55 den sich voneinander durch das ganzliche oder teiiweise Vorhandensein Oder Fehlen von bestimmten 
Exonsequenzen, wobei es gegebenenfalls zu einer Verschiebung des Leserasters kommen kann. 

Die erfindungsgema0 zunSchst erhaltene, einen Teil der fOr TNF-BP kodierenden Sequenz enthaltende 
cDNA (bzw. Varianten davon) kann somlt als Hybrldlslerungssonde verwendet werden, um aus cDNA- 
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Bibiiotheken cDNA-Klone. enthaitend TNF-BP-DNAs, zu erhalten. Welters kann sie als Hybridisierungssonde 
fOr mRNA-PrSparationen eingesetzt werden. um TNF-BP-RNAs zu Isolleren und daraus z.B. angereicherte 

cDNA-Bibliotheken herzustellen, die ein wesentlich verelnfachtes und effizienteres Screening ermoglichen. 
Em weiteres Anwendungsgebiet ist die Isolierung der gewunschten DNAs aus genomischen DNA-Bibliothe- 

5 ken mit Hilfe dieser DNAs als Hybridisierungssonden. 

Die oben definlerte DNA (bzw. ihre Varianten) ist In der Lage, mit DNAs (bzw. RNAs) zu hybridisieren, 
die fOr TNF-BP kodieren bzw. die fQr TNF-BP kodierende Sequenz enthalten. Mit Hilfe dieser DNA als 
Sonde konnen aucii cDNAs erhalten werden, die fOr Proteine kodieren, deren Prozessierung TNF-BP ergibt. 
Unter Prozessierung ist die in vivo Abspaltung von Teilsequenzen zu verstehen. Dabei kann es sich N- 

10 tenninal um die Signalsequenz und/oder ander© Sequenzen und gegebenenfalls zusStzlich Oterminal um 
die transmembrane und zytoplasmatische Region des Rezeptors handeln. Mit Hilfe dieser Hybridisierungs- 
sonde ist es dalier moglich, geeignete cDNA-Bibllotheken auf das Vorhandensein von cDNA. die die 
vollstandige fOr einen TNF-Rezeptor kodierende Sequenz entliSIt zu durchsuchen (dieser Vorgang kann 
erforderlichenfalls in mehreren Schritten erfolgen). 

IS ErflndungsgemaiS wurde die cDNA der oben definlerten Sequenz, die mittels PGR aus der cDNA- 
Bibliothek der TNF-a induzlerten Fibrosarkomzellinie HS913 T (in \ gt11) erhalten werden war, zum 
nochmaligen Durchsuchen der cDNA-Bibllothek verwendet, von den hybridlsierenden Klonen die Lamda- 
DNA prapariert, subkloniert und sequenziert. Es wurde ein 1334 Basen langes cDNA Insert erhalten, das die 
fur TNF-BP kodierende Sequenz enthalt. 

20 Es wurden somit zunachst DNAs, kodierend fQr ein Polypeptid mit der FMhigkeit TNF zu binden, bzw. 
fur ein Polypeptid. von dem dieses TNF bindende Protein eine Teilsequenz darstellt. bereitgestellt Darunter 
sind auch solche DNAs zu verstehen, die fQr Telle dieser Polypeptide kodieren. 

Die vollstandige Nukleotidseqenz des langsten erhaltenen cDNA-lnserts ist in Fig.l abgebildet. 

Diese Nukleotidsequenz weist einen durchgehenden offenen Leserahmen auf, beginnend mit Base 213, 

26 bis zum Ende des 1334 bp langen cDNA Inserts. Da sich in demselben Leserahmen 4 Codons vor dem 
potentiellen Translationsstartcodon ATG (213-215) ein Stopcodon (TAG) befindet. wurde davon ausgegan- 
gen, dafi es sich bei dem Startcodon tatsachiich um den in vivo verwendeten Translationsstart handelt. 

Der Vergleich der von der Nukleotidsequenz abgeleiteten Aminosauresequenz mit den AminosSurese- 
quenzen, die vom aminoterminalen Ende von TNF-BP und von tryptischen Peptiden bestimmt worden 

30 waren. zeigt hohe Obereinstimmung. Daraus ergibt sich, dafi die Isollerte cDNA die fUr das authentische 
TNF-BP kodierende Sequenz enthait. 

Vom N-Terminus ausgehend ist die erste Sequenz, die eine Obereinstimmung mit einer tryptischen 
Spaltpeptidsequenz zeigt, die Sequenz von Fraktion 12 (Leu-Val-Pro-...), die auch als Nebensequenz bei der 
Analyse des N-Terminus von TNF-BP erhalten worden war. Dieses N-terminale Leucin entspricht der 30. 

35 AnninosMure in der cDNA Sequenz. Da der vorangehende Abschnitt von 29 AminosSuren einen stark 
hydrophoben Charakter aufweist und es sich bei TNF-BP um ein sekretiertes Protein handelt, kann gefolgert 
werden, daB diese 29 Aminosauren das fur den Sekretionsvorgang benotigte Signaipeptid darstellen. das 
bei der Sekretion abgespalten wird (in Rgur 1 mit S1-S29 bezelchnet). Die als Hauptsequenz be! der N- 
terminalen Analyse von TNF-BP erhaltene Aminosauresequenz entspricht den AminosSuren beginnend mit 

40 Asp-12 in der cDNA Sequenz. Dieser Asparaginsaurerest folgt direkt dem basischen Dipeptid Lys-Arg. Da 
nach diesem Dipeptid In vivo sehr viele Proteine proteolytisch gespalten werden, ist anzunehmen, da/3 TNF- 
BP mit N-terminalem Asp nicht direkt durch Prozessierung eines Precursors beim Sekretionsvorgang 
entsteht, sondem 6aQ vom prozessierten Protein die N-terminalen 11 AmInosSuren zu einem spiteren 
Zeitpunkt durch extrazellulare Proteasen abgespalten werden.Das carboxy-terminale Ende von TNF-BP war 

45 mit lle-Glu-Asn bestimmt worden (C-terminale Analyse;tryptlsches Peptid Fraktion 27: Aminosauren 159- 
172, tryptisches Peptid Fraktion 21: Aminosauren 165-172), wobei Asn der Position 172 in der cDNA 
Sequenz entspricht. 

Potentlelle N-Glykosylierungsstellen der allgemeinen Forme! Asn-Xaa-Ser/Thr, wobei Xaa ]ede beliebige 
Aminosaure auBer Prolin sein kann, befinden sich an den Positionen 25-27 (Asn-Asn-Ser), 116-118 (Asn- 
60 Cys-Ser) und 122-124 (Asn-Gly-Thr) der TNF-BP cDNA Sequenz. (DaB Asn-25 glykosyliert ist, ergibt sich 
daraus, daO bei der Sequenzlerung des entsprechenden tryptischen Spaltpeptlds an dieser Stelie Asn nIcht 
identifiziert werden konnte.) 

Die Analyse der Nukleotid- bzw. der davon abgeleiteten Aminosauresequenz im Zusammenhang mit 
den durchgefQhrten proteinchemischen Untersuchungen zeigt. daB es sich bei TNF-BP um ein glykosylier- 
55 tes Polypeptid mit 172 Aminosauren, das durch proteolytische Spaltung nach der 11. Aminosaure in ein 
Glykoprotein mit 161 Aminosauren umgewandelt wird, handelt. 

Die nachfolgende Tabelie zeigt die sequenzierten tryptischen Peptide und die aus der cDNA Sequenz 
abgeleiteten korespondierenden AminosSurensequenzen: 
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Fraktlon 


Aminosauren 




1 


1- o 




1 






Q 






14/1 


36-48 




20 


36- 53 




11 


54- 67 


(Aminosauren 66-67 waren am Peptid nicht kon-ekt bestlmmt worden) 


14/11 


79-91 




26 


133-146 




5 


147-158 




27 


159-172 





Die erhaltene cDNA stellt die Voraussetzung fUr die Herstellung von rel<ombinantem TNF-BP dar. 

Die zunSchst erfindungsgemS0 Isolierte cDNA enthSIt, wie bereits en^vahnt, nach dem Codon fGr Asn- 
172 nicht das Stopcodon, das aufgaind der Analyse des C-Temninus zu envarten ware, sondern der offene 
Leserahmen wird fortgesetzt. Die Region zwischen Val-183 und Met-204 hat einen stark hydrophoben 
Charakter. Dieser hydrophobe Bereich von 22 Aminosauren, gefolgt von einem Abschnitt mit einem Qehalt 
an posltiv geladenen AminosMuren (Arg-206, Arg-209) weist die typlschen Merkmale einer Transmembrane 
domSne auf, die Proteine in der Zellmembran verankert. Der in Richtung C-Terminus folgende Protefnanteil 
ist dagegen wieder stark hydrophll. 

Das Hydrophobizitatsprofil ist In Fig.2 abgeblldet (der Hydrophobizltatsplot wurde mit Hilfe des IVlac 
Molly Programms (Fa.Soft Gene Berlin) erstellt; die Fenstenwelte fOr die Berechnung der Werte betrug 11 
Aminosauren. Hydrophobe Bereiche entsprechen positlven, hydrophlle Bereiche negatlven Werten auf der 
Ordinate. Auf der /UDszisse ist die Zahl der AmlnosSuren, beginnend mit dem Startmethlonrn SI, darge- 
stellt). 

Aus der Proteinstruktur ergibt sich, dafl die fOr das losliche. sekretierte TNF-BP kodierende DNA Teil 
einer fQr ein gr6/Jeres Protein- kodierenden DNA ist:. Dieses Protein weist die Merkmale eines in der 
Zellmembran verankerten Proteins auf. enthMIt TNF-BP In fUr eine extrazellulare Domane typische Weise 
und weist einen betrachtlichen fUr zytoplasmatlsche Domanen typlschen Abschnitt auf. Lbsllches TNF-BP 
wird offensichtlich von dieser membrangebundenen Form durch proteolytische Spaltung knapp auflerhalb 
der Transmembrandomane erhalten. 

_ Die Struktur des von der erhaltenen cDNA kodierten Proteins im Zusammenhang mit der FShigkeit von 
TNF-BP. TNF zu binden, bestatigen die Annahme. da/3 es sich bel TNF-BP um einen Teil eines zellularen 
Oberflachenrezeptors fur TNF handelt dessen extrazellulare, fOr die Bindung von TNF verantwortliche 
Domane proteolytisch abgespalten werden kann und in Form des loslichen TNF-BP wiedergefunden wird. 
(Dab^ soli nicht ausgeschlossen werden, da/J im Hinblick auf die Funktionsfahigkeit des Rezeptors dieses 
Protein gegebenenfalls mit einem Oder mehreren anderen Proteinen assoziiert Ist). 

Fur Zwecke der Produktion von TNF-BP In grSflerem MaiJstab wird vorteilhafterweise nicht von der 
gesamten cDNA ausgegangen, weil das Erfordernis der Abspaltung von TNF-BP von dem Teil des Proteins, 
das den membrangebundenen Teil des TNF-Rezeptors darstellt. berOcksichtigt werden mUfite, Es wird 
vielmehr. wie bereits angefUhrt. zweckmaCigerweise nach dem Codon fur Asn-172 durch gerichtete 
Mutagenese ein Translatlonsstopcodon eingefOhrt. um eine Uber das C-temninale Ende von TNF-BP 
hinausgehende Proteinsynthese zu verhindem. 

Mit der zunachst erfindungsgema/J erhaltenen cDNA, die eine Teilsequenz der fOr einen TNF-Rezeptor 
kodierenden DNA darstellt. kann man zur vollstandigen Rezeptorsequenz geiangen. Indem man z.B. mittels 
modlfizierter PGR (RACE = "rapid amplification of cDNA ends" (Frohman et al., 1988)) das fehlende 3'- 
Ende mit Hilfe eines Primers, der aufgrund einer mogllchst welt In Richtung s'-Ende der vorhandenen 
cDNA geiegenen Sequenz konstruiert wurde, amplifizlert. Eine alternative Methode besteht Im konventionel- 
len Screenen der cDNA-Bibliothek mit der verfOgbaren cDNA bzw. Teilen davon ais Sonde. 

ErfindungsgemSfl wurde zunSchst die Ratten-TNF-Rezeptor cDNA isoliert mit einer Teilsequenz daraus 
die vollstandige humane TNF-Rezeptor cDNA erhalten und zur Expression gebracht. 

Gegenstand der Erfindung ist ein humaner TNF-Rezeptor sowie die dafUr kodierende DNA. Unter diese 
Definition fallen auch DNAs, die fOr C- und/oder N-termlnal verkOrzte. z.B.prozessierte, Oder fQr modifizierte 
(z.B. durch Anderungen an proteolytischen Spaltstellen, Glykosyllerungsstellen Oder bestimmten DomSnen- 
bereichen) Formen bzw. fQr Fragmente, z.B. die verschiedenen Domanen, des TNF-Rezeptors kodieren. 
Diese DNAs k5nnen in Verblndung mit den fQr die Expression erforderllchen Kontrollsequenzen als 
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Bestandteil rekombinanter DNA-MolekOle. die ebenfalls Qegenstand der vorliegenden Erfindung sind, zur 
Transformation von prokaryotischen Oder eukaryotischen Wirtsorganismen verwendet werden. Dadurch wird 
einerseits die Voraussetzung geschaffen. den TNF-Rezeptor bzw. Modlfikatlonen oder Fragments davon in 
groiSeren Mengen auf rekombinantem Weg herzustellen. urn 2.B. die Aufklarung der dreidimensionalen 

6 Struktur des Rezeptors zu emnogllchen. Andererseits konnen mit diesen DNAs hohere eukaryotische Zellen 
transformiert werden, um Studien uber Mechanismen und Dynamik der TNF/Rezeptor-Wecliselwirkung. der 
SIgnalQbertragung bzw. Qber die diesbezUgllche Relevanz der verschiedenen RezeptordomMnen bzw. 
Abschnitten davon zu erhalten. 

Der rekombinante TNF-Rezeptor (bzw. Fragments oder Modlfikattonen davon) kann dazu verwendet 

70 werden, Substanzen auf ihre Wechselwirkung mit TNF oder dem TNF-Rezeptor bzw. auf Ihren BnfluB auf 
die durch TNF induzierte SignalQbertragung zu untersucfien. Derartige Screenings (unter Verwendung von 
Protelnen/Fragmenten bzw. von entsprechend transfonmlerten hSIieren eukaryotischen Zellen) schaffen die 
Voraussetzung fur die Identifizierung von Substanzen, die TNF substituieren, seine Bindung an den 
Rezeptor hemmen bzw. solche, die den i\/lechanismus der durch TNF ausgelosten Signalubertragung 

75 blockieren oder verstSrken konnen. 

Eine Moglichkeit fGr das Auffinden von Agonisten und Antagonisten von TNF bzw. dem TNF-Rezeptor 
besteht in der Elabllerung eines High Capacity Screening. Dabei wird eine geeignete Zellinie, vorzugsweise 
eine solche, die keinen endogenen humanen TNF-Rezeptor exprimiert. mit einem Vektor transformiert, der 
die fGr einen funktionellen TNF-Rezeptor kodierende, gegenQber der naturlichen Sequenz gegebenenfalls 

20 modlffzierte, DMA enthSlt. Die Wirkung von Agonisten bzw. Antagonisten kann in einem derartlgen 
Screening untersucht werden. indem die Antwort auf die Wechselwirkung der Substanz mit dem Rezeptor 
□ber einen geeigneten Reporter (veranderte Enzymaktivltat, z,B. Proteinkinase C. oder Genaktivierung. z.B. 
Mangan-Superoxiddismutase, NF-xB) verfolgt wird. 

Untersuchungen uber Mechanismen und Dynamik der TNF/Rezeptor-Wechselwirkung,.der SignalUber- 

25 tragung bzw. die diesbezGgliche Rolle der Rezeptordomanen kSnnen z.B. auch durchgefOhrt werden. indem 
DNA-Abschnitte, kodierend fOr die extrazellulare Domane des TNF-Rezeptors (bzw. Teile davon) mit DNA- 
Abschnrtten, kodierend fGr verschiedene TransmembrandomSnen und/oder verschiedene zytoplasmatische 
Domanen kombiniert und in eukaryotischen Zellen zur Expression gebracht werden. Die dabei erhaltllchen 
hybriden Expressionsprodukte konnen geeignet sein, aufgrund gegebenenfalls veranderter Eigenschaften 

30 fGr die Signaltransduktion AufschluJ3 Uber die diesbezGgliche Relevanz der verschiedenen RezeptordomS- 
nen zu geben, womit ein gezieltes Screening erieichtert wird. 

Die VerfGgbarkeit der fQr den TNF-Rezeptor kodierenden cDNA bzw. Abschnitten davon stellt die 
Voraussetzung dar, zur genomischen DNA zu gelangen. Dazu wird unter stringenten Bedingungen eine 
DNA-Bibliothek gescreent und die erhaltenen Klone darauf untersucht, ob sie zusatzlich zu den kodierenden 

35 Regionen die fGr die Genexpression erforderlichen regulatorischen Sequenzelemente aufweisen (z.B. 
Uberprufung auf Promotorfunktion durch Fusion mit kodierenden Regionen geeigneter Reportergene). Der 
Erhalt der genomischen DNA-Sequenz bietet die Moglichkeit, die im nicht fQr den TNF-Rezeptor kodieren- 
den Bereich, insbesondere In der 5 -flankierenden Region, gelegenen regulatorischen Sequenzen auf eine 
etwaige Wechselwirkung mit bekannten, die Genexpression modulierenden Substanzen, z.B. Transkriptions- 

40 faktoren, Sterolde. zu untersuchen bzw. gegebenenfalls neue Substanzen, die m5glichen^reise fUr die 
Expression dieses Gens spezifische Wirkung haben, aufzufinden. Die Ergebnisse solcher Untersuchungen 
bieten die Grundlage fOr den gezielten Einsatz derartiger Substanzen fGr die Modulation der TNF-Rezeptor- 
Expression und damit fur eine direkte Beeinflussung der Fahigkelt der Zelle zur Interaktion mit TNF. Damit 
konnen die spezifische Reaktion mit dem Liganden und die daraus resultierenden WIrkungen unterbunden 

45 werden. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung sind auch DNAs mitumfaiSt. die fur Subtypen des TNF- 
Rezeptors bzw. seiner I5slichen Formen kodieren, welche gegebenenfalls unterschiedliche Eigenschaften 
gegenQber dem vorliegenden TNF-Rezeptor aufweisen .Dabei handelt es sich um Expressionsprodukte, die 
aufgrund von altemativem Splicing entstanden sind und geanderte Strukturen in Teilbereichen aufweisen. 

50 Z.B. Strukturen, die eine VerSnderung der AffinitSt und SpezifitSt fur den Liganden (TNF-0/TNF-/3) oder eine 
Veranderung hinsichtlich Art und Effizienz der SignalQbertragung bewirken konnen. 

Mit Hilfe der fGr den TNF-Rezeptor kodierenden cDNA konnen Nukfeinsauren erhalten werden, die mit 
der cDNA oder Abschnitten davon unter Bedingungen nledriger Slringenz hybridlsieren und fOr ein 
Polypeptid mit der Fahigkelt, TNF zu binden, kodieren oder die fOr ein solches Polypeptid kodierende 

55 Sequenz enthalten. 

Gegenstand der Erfindung ist In einem weiteren Aspekt das rekombinante TNF-BP, vorzugsweise in 
sekretierbarer Fonn. das den losllchen Teil des erflndungsgemafien TNF-Rezeptors darstellt sowie die 
dafQr kodierende DNA. 
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Durch Einbringen eines DNA-Konstruktes, enthaltend die fUr TNF-BP kodierende Sequenz mit elner fOr 
ein Signalpeptid kodierenden Sequenz unter Kontrolie eines geeigneten Promoters in geeignete Wirtsorga- 
nismen, zweckmafligerweise in eukaryotische, bevorzugt h&liere eukaryotische Zellen, kann TNF-BP 
produziert werden. das in den ZeliUberstand sekretiert wird. 

5 Im Falie der Verwendung eines Signalpeptids im Hinblick auf die Sekretion des Proteins wird 
zweckmaBigerweise die fUr das Signalpeptid kodierende DNA vor das Codon fQr Asp-12 gefUgt, urn ein 
einfieitliches Produkt zu erlialten. GrundsStzllch 1st jedes Signalpeptid geeignet, das im entsprechenden 
Wirtsorganismus die Sekretion des relfen Proteins gewahrleistet. Gegebenenfalls kann die Signalsequenz 
auch vor das fur Leu-1 kodierende Triplett gesetzt werden. wobei in diesem Fall erforderlich sein kann, die 

10 durch Abspaltung des aus 11 Aminos^iuren bestehenden Peptlds am N-Terminus entsteiiende Form von 
TNF-BP vom nicht oder nicht vollstandig prozessierten TNF-BP in einem zusStzilchen Reinigungsschritt zu 
trennen. 

Da die cDNA nacli dem Codon fUr Asn-172, das aufgrund der C-tennninalen Analyse den C-Terminus 
darstellt, kein Stopcodon entiialt, wird zweckmaBlgerweise im Hinblick auf die Expression von TNF-BP nacli 

T6 dem Codon fUr Asn 172 durch gerichtete Mutagenese ein Translationsstopcodon eingefuiirt. 

Die fOr TNF-BP kodierende DNA kann durcli Mutation, Transposition. Deletion, Addition oder Verkur- 
zung modifizlert werden, sofem derartig modifizierte DNAs fQr (Poly)peptide mit der FSIiigkeit, TNF zu 
binden, kodieren. Derartige Modlfikationen konnen z.B. darin bestehen, eine oder mehrere der potentiellen, 
gegebenenfalls fUr die bioiogisciie Aktivitat niciit erforderllclien Glykosyllerungsstellen zu verandern, indem 

20 z.B. das Asn-Codon durch ein fur eine andere Aminosaure kodlerendes Triplett ersetzt wird. Unter 
BerOcksiciitigung der Erlialtung der biologlschen Aktivitat konnen auch Modlfikationen vorgenommen 
werden, die in einer Anderung der DIsuifidbrOcken (z.B. Venringerung deren Anzalil) resultieren. 

Die angefOhrten DNA-MolekQIe stellen somit die Voraussetzung fQr die Konstruktion rekombinanter 
DNA-MolekOle dar, die ebenfalls Gegenstand der Erfindung sind. Mit solchen rekombinanten DNA-Moleku- 

26 len in Form von Expressionsvektoren, enthaltend die fQr ein Protein mit TNF-BP Aktivitat kodierende, 
gegebenenfalls in geeigneter Weise modifizierte DNA, vorzugsweise mit einer vorgeschalteten Signalse- 
quenz, und die fUr die Expression des Proteins erforderlichen Kontrolisequenzen, konnen geeignete 
Wirtsorganismen transformiert, gezQchtet und das Protein gewonnen werden. 

Ebenso wie etwaige Modlfikationen der DNA-Sequenz erfolgt die Auswahl von fQr die Expression 

30 geeigneten Wirtsorganismen insbesondere Im Hinblick auf die biologisciie WIrkung des Proteins, TNF zu 
binden, DarOberhinaus gehen die bei der Herstellung rekombinanter Proteine ubllchen Kriterien wIe 
Vertrgglichkeit mit dem gewShiten Vektor, Prozesslerungsfahigkelt, Isolierung des Proteins. Expressionscha- 
rakteristika. Sicherheits- und Kostenaspekte in die Entscheidung Uber den Wirtsorganismus ein. Die Wahl 
eines geeigneten Vektors ergibt sich aus dem fur die Transformation vorgesehenen Wirt Grundsatzlich sInd 

35 alle Vektoren geeignet, die die erflndungsgemaBen fur TNF-BP kodierenden DNAs (bzw. Modlfikationen 
davon) replizieren und exprlmieren. 

Im Hinblick auf die biologische Aktivitat des Proteins 1st bei der Expression der fUr TNF-BP kodieren- 
den DNA vor allem der etwaigen Relevanz der beim natQrIichen Protein festgestellten Kriterien Qlykosylle- 
mng und hoher Anteil an Cystelnresten fOr die Eigenschaft, TNF zu binden, Rechnung zu tragen. 

40 Zweckmafiig werden daher fQr die Expression Eukaryonten, insbesondere geeignete Expressionssysteme 
h5herer Eukaryonten, verwendet 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurden sowohl transiente ais auch permanente Expression von 
TNF-BP in eukaryotischen Zellen nachgewiesen. 

Das erfindungsgemaBe rekombinante TNF-B ebenso wie geeignete Modlfikationen davon, die die 

45 Fahlgkeit aufweisen, TNF zu binden, konnen bei der prophyiaktlschen und therapeutischen Behandiung des 
menschlichen oder tierlschen K5rpers bei Indikatlonen eingesetzt werden, bei denen eine schSdigende 
WIrkung von TNF-a auftritt. 

Da beim TNF-BP auch eine TNF-/S Inhibierende Wirkung nachgewiesen wurde, kann es (bzw. die 
verwandten bzw. modifizlerten Polypeptide) In geeigneter Doslerung, gegebenenfalls In im Hinblick auf eine 

50 gesteigerte AffinitSt zu TNF-^ modifizierter Fomn, auch fur die Inhiblerung der Wirkung von JHF-fi Im 
Organlsmus verwendet werden. 

Gegenstand der Erfindung sind daher weiters pharmazeutlsche ZQbereitungen, enthaltend eine die 
biologische Wirkung von TNF-a und/oder TNF-;3 wirksam hemmende Menge von rekomblnantem TNF-BP 
bzw. eInem venvandten Polypeptid mit der FMhIgkeit, TNF zu binden. 

55 Pharmazeutlsche ZQbereitungen kommen Insbesondere fQr die parenterale Anwendung bei den en/v§hn- 
ten Indikatlonen, bei denen eIne schSdigende WIrkung von TNF auftritt, in Betracht, z.B. in Form von 
Lyophllisaten oder LSsungen. Diese enthaiten TNF-BP oder ein therapeutisch wirksames funktionelles 
Derivat In therapeutisch wirksamer Menge, gegebenenfalls zusammen mit physioiogisch vertragiichen 
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Zusatzstoffen, wie Stabilisatoren. Puffem, Konservierungsmltlein, etc. 

Die Dosiemng hangt vor allem von der jeweiligen Indlkation und der spezifischen Verabreichungsform. 
Z.B. ob sie lokal Oder systemisch erfoigt. ab. Die Grofie der Einzeldosen erfolgt gegebenenfalls an Hand der 
individuellen Beurteilung des Krankheitsfalles unter Bnbeziehung von Faktoren wie Allgemeinzustand, 

5 Anamnese. Alter, Gewicht, Geschleclit des Patienten, etc. Wesentlich fur die Bestimmung der tiierapeutlsch 
wirksamen Dosis ist die Berucksichtigung der fur die Erkrankung verantwortlicfien Menge an ausgeschiitte- 
tem TNF sowie die Menge an endogenem TNF-BP. GmndsStzlich kann davon ausgegangen werden, dafl 
2ur wirksamen Behandlung einer durch TNF ausgelosten Erkrankung fQr die ausgeschOttete Menge TNF 
mindestens dieselbe molare Menge an TNF-BP. gegebenfalls eine melirfacher UberschuC erforderlicli ist. 

TO Im einzelnen wurde die gestellte Aufgabe wie folgt gelost: 

Vom hochgereinigten TNF-BP wurden die N-terminale Aminosauresequenz sowie die AminosSurese- 
quenzen von durch tryptischen Verdau des Proteins erhaltenen Peptiden bestlmmt. 

Welters wurde der C-Ternninus durch Carboxy peptidase P Verdau. Derivatislerung der abgespaltenen 
Aminosauren und chronnatographische Auftrennung bestlmmt. 

75 Aus den durch tryptischen Verdau erhaltenen Peptldsequenzen wurden im Hinblick auf ihren Einsatz in 
der PGR fur die Herstellung von Oligonukleotiden Berelche elnerselts aus dem N-Temninus und anderer- 
seits aus einem tryptischen Peptid derart ausgewahlt. dafl die KompiexitSt von Mischoligonukleotlden fGr 
die Hybrldfsierung mit cDNA mogllchst gering ist. Auf Basis dieser belden Berelche wurde je ein Satz 
Mischolfgonukleotide hergestellt, wobel der vom N-terminal gelegenen Bereich abgeleltete entsprechend 

20 der mRNA und der vom tryptischen Peptid abgeleitete revers kompIementSir zur mRNA synthetislert wurde. 
Um das nachfolgende Klonieren eines mit PGR amplifizierten Segments zu erieichtern, wurde der vom 
tryptischen Peptid abgeleitete Satz von Oligonukleotiden mit elner BamHI-Restriktionsstelle versehen. 
Darauf wurde X DNA aus der TNF-a induzierten Fibrosarkom cDNA-Blbliothek Isollert und daraus eine TNF- 
BP-Sequenz mittels PGR amplifiziert. Das erhaltene Fragment wurde kloniert und sequenziert; es weist 158 

25 Nukieotlde auf und enthSIt zwischen den beiden von den Primer Oligonukleotiden stammenden Sequenzab- 
schnitten die fOr das tryptische Peptid 20 kodierende Sequenz. 

Dieses DNA-Fragment wurde nachfolgend radioaktiv markiert und als Sonde zur Isolierung von cDNA- 
Klonen aus der Rbrosarkom-Bibllothek verwendet. Es wurde dazu so verfahren. da/J zunachst Plaques mit 
der Sonde hybridisiert, Phagen von hybridlsierenden Plaques vereinzett und daraus X DNA gewonnen 

30 wurden. Einzelne cDNA-Klone wurden subkloniert und sequenziert; zwei der charakterlsierten Klone enthiel- 
ten die fQr TNF-BP kodierende Sequenz, 

Diese Sequenz stellt einen Teil der fur einen TNF-Rezeptor kodierenden Sequenz dar. 
Nach Verkurzen der s'-nicht kodierenden Region und EinfUhren eines Stop-Godons nach dem Godon 
fiir die G-terminale Amminosaure des natQrIichen TNF-BP wurde die cDNA in ein geeignetes Expressions- 

3S. plasmkl Insertiert, damit eukaryotische Zellen transformiert und die Expression von TNF-BP mittels ELISA 
nachgewiesen. 

Die noch ausstandige 3'-Region des TNF-Rezeptors wurde erhaiten. indem eine Rattenhirn cDNA- 
Bibliothek aus der Ratten Glia Tumorzeliinie G6 mit einer TNF-BP Sonde durchsucht und die vollstdndige 
fur den Ratten-TNF-Rezeptor kodierende cDNA isoliert wurde. 
40 Der s'geiegene Abschnitt dieser cDNA. von dem angenommen wurde, dafl er der fehlenden 3'-Region 
hinter der EcoRI Schnittstelle des humanen TNF-Rezeptors entspricht. wurde als Sonde zum nochmaligen 
Durchsuchen der HS913T cDNA-Bibliothek verwendet. Dabei wurde ein Klon erhaiten, der die gesamte fUr 
den TNF-Rezeptor kodierende DNA enthalt. 

Nach VerkQrzen der 5'*nicht kodierenden Region wurde die cDNA in ein Expressionsplasmid insertiert 
45 und die Expression von humanem TNF-Rezeptor in eukaryotischen Zellen Ober die Bindung von radioaktiv 
markiertem TNF nachgewiesen. 

Mittels Northern Blot-Analyse wurde bestatigt, dai3 die Isolierte cDNA nahezu der gesamten TNF-R 
mRNA entspricht (die geringfDglge Diskrepanz ergibt sich aus dem Fehlen eines Teils der 5 -nlchtkodieren- 
den Region). Daraus kann gefoigert werden, 6sS es sich beim exprimierten Protein um den voilstandigen 
50 TNF-Rezeptor handelt. 

Die Erfindung wird an Hand der folgenden Vorversuche und Beisplele illustrlert 



Vorversuch 1 

55 

Herstellung von hochgereinigtem TNF-BP 
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a) Konzentration des Hams 

200 1 Dialyseharn von Uramiepatienten, aufbewahrt in Flaschen enthaltend EDTA (10 g/l). Tris (6 g/l), 
NaNa (1 g/i) und Benzamidinhydrochlorid (1 g/l) sowie kOhl gelagert, wurden durch Ultrafiltration mitteis 

5 einenn hochdurchlassigen HSmokaplllarfllter mit einer asymmetrischen Hohlfasermembran (FH 88H, Qann- 
bro) auf 4,2 I mit einenn Protelngehalt von 567 g konzentriert. Der konzentrierte Harn wurde gegen 10mM/I 
Tris HCl. pH 8 dialysiert. Wahrend dieses Vorgangs wurde. wie In den nachfolgenden Schritten (aufler bel 
der Reverse Phase Chromatographie), 1mM/l Benzamidinhydrochlorid zugefQgt urn proteolytischem Verdau 
entgegenzuwirken. Alle nachfolgenden Reinigungsschritte wurden, wenn nicht anders angegeben, bei 4 * C 

10 durchgefOhrL 



b) lonenaustauschchromatographie 

15 Dieser Schritt wurde durchgefUhrt, indem DEAE-Sephacel-Saulen (2,5 x 40 cm) mit Proben konzentrier- 
ten und dialysierten Hams, enthaltend je ca. 75 g Protein, beschickt wurden. Eluiert wurde mit 800 ml eines 
NaCI /lOmM Tris/HCI pH-8-Gradienten, wobei die NaCI Konzentration 0 bis 0.4 M betrug. Die das TNF-BP 
enthaltenden Fraktionen von sieben SMulen mit einem Gesamtproteingehalt von 114 g wurden bei -20 'C 
gelagert. 

20 

c) Affinitatschromatographle 

Zur Herstellung der TNF-Sepharosesaule wurde rTNF-a (15 mg) in 0,1 M NaHCOa. 1 M NaCI, pH 9 
25 (Kopplungspuffer) an 1 ,5 g cyanogenbromidaktivierte Sepharose 48 (Pharmacia) gekoppelt. Die Sepharose 
wurde in ImM HCl gequollen und mit Kopplungspuffer gewaschen. Nach Zusatz von rTNF-a wurde die 
Suspension 2 Stunden lang bei Raumtemperatur rotieren gelassen. Der OberschuiS an CNBr-Gruppen wurde 
durch eIneinhalbstQndige Rotation mit 1M Ethanolamin, pH 8 blockiert. Die TNF-Sepharose wurde einige 
Male abwechseind in 11V! NaCI, 0,1 M Natriumacetat pH 8 und 1 M NaCI, 0,1 M Borsaure pH 4 gewaschen 
30 und anschlie/Jend in phosphatgepufferter Kochsalzlosung mit ImM Benzamidinhydrochlorid gelagert. Die 
aus Schritt b) erhaltenen Fraktionen wurden auf eine Konzentration von 0,2 M NaCI, 10mM Tris/HCI, pH 8 
eingestelit. Die TNF-Sepharose wurde in eine Saule gepackt und mit 0.2 M NaCI, lOmM Tris HCl, pH 8 
gewaschen und die TNF-BP enthaltenden Fraktionen. entsprechend ca. 30 g Protein, bei einer Durchfluflra- 
te von 10 ml/h aufgetragen und ausgiebig mit 0,2 M NaCI. lOmM Tris HCl, pH 8 gewaschen, bis im Eluat 
35 bei 28Dnm keine Absorption mehr nachweisbar war. AnsChliejSend -wurde TNF-BP mit 0,2 M Glycln/HCI, pH 
2.5 eluiert. 

TNF-BP enthaltende Fraktionen aus 4 Auftrennungen wurden verelnigt und nach Zusatz von Polyethyl- 
englykol (MG 6000) - bis zu einer Endkonzentration von 10 mg/ml - lyophilisiert. Die lyophillsierte Probe 
wurde in destilliertenn Wasser geidst und gegen destilliertes Wasser dialysiert. (Die dialyslerte Probe (4 ml) 
40 wurde in tiefgefrorenem Zustand gelagert.) 

Dieser Relnigungsschritt brachte gegenOber dem vorangegangenen eine weitere Anreicherung um das 
ca, 9000 fache. SDS-PAGE (durchgefUhrt, wie in Vorversuch 2 beschrleben) der TNF-BP enthaltenden 
Fraktionen zeigte die Elutlon von dre! Hauptkomponenten mit Molekulargewichten von 28 000, 30 000 und 
50 000. 

45 

d) Reverse Phase Chromatographie 

Ein aliquoter Anteil (1 ml) der aus Schritt c) erhaltenen Fraktionen mit einem Zusatz von 0,1 % 
50 Trifluoressigsaure wurde auf eine ProRPC HR 5/10 SSule (Pharmacia), die an ein FPLC-System 
(Phannacia) angeschlossen war, aufgetragen. Die SSuIe wurde mit 0,1 %lger TrIfluoressigsSure equilibriert 
und bel Raumtemperatur mit einem llnearen 15 ml Gradienten von 10 Vol% bis 50 Vol% Acetonitril, 
enthaltend 0,1 % Trifluoressigsaure, beschickt; die Durchflu/Jrate betrug 0,3 ml/min. Fraktionen von 0,5 ml 
wurden gesammelt und die Absorption bei 280nm sowie die AktivitSt des TNF-a bindenden Proteins mit 
65 Hilfe des Kompetitionsbindungstest, wie im Beispiel 1 angegeben.bestlmmt, wobei jeweils 0,01 ii\ Probe 
verwendet wurden. TNF-BP elulerte als ein einziger Aktivitatspeak entsprechend einem scharfen UV- 
Absorptionspeak. 

Dieser letzte Relnigungsschritt brachte eine Zunahme der spezifischen Aktivitat um das ca. 29 fache, die 
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Gesamtzunahme an Aktivitat gegenUber dem Ausgangsmaterial (konzentrierter Diaiyseham) betmg das ca. 
1,1 x10« fache. 

SDS-PAGE der reduzierten und nicht reduzierten Probe. durchgefUhrt wie in Vorversuch 2 angsgeben. 
ergab eine diffuse Bande. die auf das Vorhandensein eines einzigen Polypeptids mit einem Molekularge- 

5 wicht von ca. 30 000 hinwies. Das diffuse Erscheinungsbild der Bande kann auf das Vorliegen einer Oder 
mehrerer heterogener Qiykosyiierungen und/oder eines zwelten, In geringer Menge voriiandenen Polypep- 
tids zurQckzufOhren sain. Die Annahme, dabei konnte es sich urn ein Polypeptid mit dem in Von^ersuch 3d 
als Nebensequenz bestimmten N-Terminus handein, das gegenQber TNF-BP am N-Terminus verlangert ist, 
wurde durch die Sequenz der cDNA bestatigt. wonach zwisclien der Signalsequenz und Asn {Pos.12) ein 

70 Abschnitt von 11 Aminosauren vorliegt. dessen Sequenz mit der N-terminalen Nebensequenz Qbereln- 
stimmt und der offensichtiidi vom prozessierten Protein abgespalten wird. 



Vorversucli 2 

76 

SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 

SDS-PAGE wurde nach der Methode von Laemmli (Laemmli. 1970) auf 18 cm langen, 16 cm breiten 
20 und 1,5 mm dicken Rachgelen mit 10 Taschen mittels eIner LKB 2001 Elektrophorese-Einheit durchgefuhrt. 
Der Proteingehalt der Proben aus den Reinigungsschritten c) und d) (Vorversuch 1) wurde mittels Bio-Rad 
Protein Assay bestimmt bzw. aus der Absorption bei 280 nm berechnet, wobei einer Absorption von 1 ,0 ein 
Gelialt von 1 mg TNF-BP/ml zugeordnet wurde. 

Die ProlDsn. entlialtend ca. 25 iig Protein (aus Vorversuch 1c) bzw. ca. 5 iig (aus Id) in reduzierter (fi- 
25 Mercaptoetiianol) und nicht reduzierter Form wurden auf ein 3%iges Sammelgel und ein 5 bis 20%iges 
lineares Polyacrylamidgradientengel aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei 25mA/Gel ohne KOhlung 
gefahren. Als Molekulargewichtsmarker (Pharmacia) wurden Phosphorylase B (MG 94 000). Rinderserumal- 
bumin (IVIG 67 000), Ovalbumin (MG 43 000), Karboanhydrase (MG 30 000). Sojabohnen-Trypslninhibitor 
(MG 20 100) und a-Laktalbumin (MG 14 400) verwendet. Die Gele wurden mit Coomassie Blue In 7%iger 
30 Essigsaure/4o%igem Ethanol gefSrbt und In 7%iger EssigsSure/25%igem Ethanol entfarbt. 

Das Ergebnis der SDS-PAGE zelgte TNF-BP als Polypeptidkette mit einem Molekuiargewicht von ca. 
30.000 . 



36 Vorversuch 3 



a) Probenvorbereltung 

40 15 ug des nach Vorversuch Id) gereinlgten Proteins wurden uber Reverse Phase HPLC entsalzt und 
weiter gereinigt. Dazu wurden eine Bakerbond WP CI 8 Saule (Baker; 4,6 x 250 mm) und 0,1 %ige 
Trifluoresstgsaure in Wasser (Eluens A) bzw. in Acetonitril (Eluens B) als mobile Phase verwendet Die 
Gradientenstelgerung betrug 20 bis 68 % Eluens B In 24 min. Die Detektlon erfolgte parallel bei 214 nm 
und bei 280 nm. Die TNF-BP enthaltende Fraktlon wurde gesammelt. getrocknet und in 75 ul 70 %iger 

46 AmeisensSure gel5st und direkt fOr die Aminosauresequenzanalyse verwendet. 



b) Aminosauresequenzanalyse 

60 Die automatische Aminosauresequenzanalyse wurde mit einem Applied Biosystems 477 A ROssigpha- 
sensequenator durch On-line Bestimmung der freigesetzten Phenylthiohydantoin-Derlvate mittels Applied 
Biosystems Analysator, Modell 120 A PTH, durchgefUhrt 
Sie ergab die folgende N-termlnale Sequenz als Hauptsequenz 
(ca. 80 % der Protelnmenge): Asp-Ser-Va!-Xaa-Pro-Gln-Gly-Lys-Tyr-lle-His-Pro-Gln-. 

55 Daneben war folgende Nebensequenz nachzuweisen: Leu-(VaI)-(Pro)-(His)-Leu-Gly-Xaa-Arg-Glu-. (Die In 
Klammer stehenden Aminosauren konnten nicht eindeutig Identifiziert werden.) 
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Vorversuch 4 



SDS-PAGE 

5 

Die Probenvorbereitung wurde vyrie im Vorversuch 3 durchgefOhrt mit dem Unterschied. daB die 
Probenmenge 10 ug betrug. Die Probe wurde in 50 jxl Wasser aufgenommen und in 4 Portionen geteilt. 
Einer der vier allquoten Telle wurde zur Relnheitsbestimmung mtttels SDS-PAGE nach der Methode von 
Laemmll (24) mIt DTT (Dithiothreitol) reduzlert und auf Minigelen (Hofer, 55x80x0.75 mm. 15 %) getrennt: 
70 als Molel<uIargewichtsmarker wurde der im Vorversuch 8 angegebene venwendet. Die Farbung erfolgte nach 
der Methode von Oakley (Oakley, et al., 1986). Das Elektropherogramm ist In Rg. 9 dargestellt Es zeigt 
eine einzige Bande bel einem iVloIekuiargewicht von ca. 30 000. 



75 Beispiei 1 



a) Tryptic Peptide Mapping 

20 Etwa 60 ug des nach Vorversuch 1d) gereinigten Proteins wurden Ober Reverse Phase HPLC entsalzt 
und damit weiter gereinigt. Dazu wurden eine Bakerbond WP CI 8 SSule (Baker: 4,8 x 250 mm) und 
0.1 %ige Trifluoressigsaure in Wasser (Eluens A) bzw. In Acetonitril (Eluens B) als mobile Phase venA/endet. 
Die Qradientensteigerung betrug 20 bis 68% Eluens B In 24 min. Die Detektion erfolgte parallel bel 214 nm 
und bei 280 nm. Die TNF-BP enthaltende Fraktion (Retentionszelt etwa 13,0 min) wurde gesammelt, 

25 getrocknet und in 60 ul 1%lgem Ammoniumbicarbonat gelost. 

Dieser Losung wurden 1% w/w, entsprechend 0,6 ug Trypsin (Boehringer Mannheim) zugesetzt und die 
Reaktionsmischung 6 Stunden bei 37* C inkubiert. Danach wurden nochmals 1% w/w Trypsin zugesetzt und 
die Inkubatlon Ober Nacht fortgesetzt. 

Zur Reduktion der DisulfidbrQcken wurde der Reaktionsansatz anschlieflend mIt 60 ul 6 M Hamstoff 

30 und mit 12 ul 0,5 M Dithiothreitol versetzt und 2 Stunden bei Raumtemperatur stehengelassen. 

Die Auftrennung der entstandenen tryptischen Spaltpeptide erfolgte Ober Reverse Phase HPLC, wobei 
eine Delta Pak C18 Saule (Waters. 3.9 x 150 mm. 5 um Teilchendurchmesser, 100 A Porendurchmesser) - 
bei 30* C und 0,1%ige TrifluoressigsSure In Wasser (Eluens A) bzw. in Acetonitril (Eluens B) ais mobile 
Phase verwendet wurden. Die Qradientensteigerung betrug O bis 55% Eluens B in 55 min, danach wurde 

35 55% B fUr 15 min beibehalten. Die Flui3rate betrug 1 ml/min, die Detektion erfolgte parallel bei 214 nm (0,5 
AUFS) und bei 280 nm (0.05 AUFS). 



b) Sequenzanalyse von tryptischen Peptiden 

40 

Einlge der nach a) gewonnenen tryptischen Spaltpeptide von TNF-BP wurden der automatischen 
Aminosauresequenzanaiyse unten>vorfen. Dazu wurden die entsprechenden Fraktionen aus der Reverse 
Phase HPLC gesammelt, getrocknet und In 75 ul 70%lger AmelsensSure gelost. Diese LSsungen wurden 
direkt fOr die Sequenzierung in einem Applied Blosystems 477 A Pulsed Liquid Phase Sequenator 
45 eingesetzt Tab.1 enthait die Ergebnisse der Sequenzanalyse der tryptischen Peptide, wobei die in 
Klammern angefOhrten AmlnosSuren nicht mit Sicherheit nachgewlesen werden konnten. Die Angabe "Xaa" 
bedeutet, da6 an dieser Stelle die Aminosaure nicht identlfiziert werden konnte. 

In der Fraktton 8 konnte die AmInosSure In Position 6 nicht identlfiziert werden. Die Sequenz -Xaa-Asn-Ser- 
fdr die Position 6-8 la/Jt vermuten, dai3 die Aminosaure 6 in glykosylierter Fomi vorllegt. 

60 In der Fraktion 17 konnte die AmInosSure In Position 6 ebenfalls nicht Identifiziert werden. Die Sequenz 
-Xaa-Asn-Ser- (bereits in Fraktion 8 auftretend) fOr die Posltionen 6 bis 8 MX vemnuten, daB die 
Aminosaure 6 In glykosylierter Form vorllegt Die ersten 13 Aminosauren der Fraktion 17 sind weitgehend 
identisch mit der Fraktion 8; bel Fraktion 17 dUrfte es sich somit um ein Peptid handein, das durch 
unvollstandige tryptische Spaltung entstanden Ist. 

55 Auffallend ist die Identitat der Fraktion 21 mit den Positionen 7 bis 14 der Fraktion 27. Sowohl In 
Fraktion 21 als auch in Fraktion 27 bricht die Sequenz nach der AmlnosMure Asparagin (Position 8 bzw. 14) 
plotzlich ab, obwohl hier keine tryptische Spaltung zu erwarten ist. Dies ist eIn Hinweis darauf, da/3 die 
Aminosaure Asparagin (Position 8 in Fraktion 21 bzw. Position 14 in Fraktion 27) die C-termlnale 
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10 



Aminosaure von TNF-BP sein kOnnte. 

Auffallend ist die weitgehende IdentitMt der Sequenz der nur in geringer Menge auftretenden Fraktion 
■12 mit der ?n Vorversuch 10 bestimnnten Nebensequenz des N-Terminus. DaB die Proteine der Haupt- und 
Nebensequenz auf einer analytischen Reverse Phase HPLC-Saule (Vorversuch 3b) nicht trennbar waren, 
lieferte einen Hinweis dafQr, da0 es sich bei dem Protein mit der Nebensequenz urn eine am N-Terminus 
veriangerte Forni des TNF-BP handelt, die durch Prozessierung zum Groflteil in das Protein mit der 
Hauptsequenz QberfQhrt wird. 

Fraktion Aminos&uresequenz 



1 Asp - Ser - Val - Cys - Pro - Gin - Gly - Lys 

15 

2 Xaa - Xaa - Leu - Ser -(Cys)- Ser - Lys 
20 3 Asp - Thr - Val - (Cys)- Gly -(Cys)- Arg 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 
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Glu - Asn - Glu - (Cys)- Val - Ser - (Cys) - 
Ser - Asn -(Cys) — Lys 

Glu - Asn - Glu -(Cys)- Val - Ser - (Cys)- 
(Ser)- Asn - (Cys)- Lys - (Lys) 

Tyr - lie - His - Pro - Gin - Xaa - Asn - Ser 

- lie • Xaa - Xaa - Xaa - Lys 

Glu - Cys - Glu - Ser - Gly - Ser - Phe - Thr 

- Ala - Ser - Glu - Asn -(Asn) - (Lys) 

Leu - Val - Pro - His - Leu - Gly - Asp - Arg 

Lys - Glu - Met - Gly - Gin - Val - Glu - He 

- Ser - Ser - (Cys)- Thr - Val - Asp - (Arg) 

Gly - Thr - Tyr - Leu - Tyr - Asn - Asp - Cys 

- Pro - Gly - Pro - Gly - Gin - 

(Glu) - Met - Gly - Gin - Val -(Glu)- (He) - 
(Ser)- Xaa - Xaa - Xaa - (Val) -(Asp)- 

Lys - Glu - Met - Gly - Gin - Val - Glu - He 

- Ser - Ser - (Cys) - Thr - Val - Asp - Arg - 
Asp - Thr - Val - (Cys) - Gly - 

Tyr - He - His - Pro - Gin - Xaa - Asn - Ser 

- He - (Cys) - (Cys)- Thr - Lys - (Cys) - His 

- Lys - Gly - Xaa - Tyr - 

Gly - Thr - Tyr - Leu - Tyr - Asn - Asp - Cys 

- Pro - Gly - Pro - Gly - Gin - Asp - Thr - 
Xaa - Xaa - Arg 
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21' 



Leu - (Cys) - Leu - Pro - Gin - lie - Glu - 
Asn 



5 



26 



Gin - Asn 



Thr 



Val '(Cys)- Thr - Xaa - 
Phe - (Phe) - Leu - (Arg) 



(His)- Ala 



Gly 



10 



27 



Ser - Leu 



Glu - (Cys) - Thr - Lys - Leu - 
Pro - Gin - lie - Glu - Asn 



(Cys)- Leu 



75 



Tabelle 1; AminosSuresequenzen der analyslerten 
tryptischen Peptide von TNF-BP 



20 



Beispiel 2 



25 Analyse des C-Termlnus 

Diese Analyse wurde nach dem Prinzip der In (Hsieng et al., 1988) beschrlebenen Methode durchge- 
fOhrt 

Etwa 60 UQ des nach Vorversuch 2d) gereinlgten Proteins wurden Uber Reverse Phase HPLC entsalzt 
und damit weiter gereinigt Dazu wurden eine Bakerbond WP 018 Saule (Baker; 4,6 x 250 mm) und 
0.1%ige Trifluoresstgsaure in Wasser (Eiuens A) bzw. in Acetonitril (Eluens B) als mobile Phase verwendet 
Die Gradientensteigerung betrug 20 bis 68% Eiuens B in 24 min. Die Detektton erfolgte parallel bei 214 nm 
und bei 280 nm. Die TNF-BP enthaltende Fraktion (Retentionszeit etwa 13.0 min) wurde gesammelt, 
getrocknet und in 120 ul 10 miV! Natriumacetat (auf pH 4 gesteilt mit 1 N HC\) geiost. 

35 Dieser Losung wurden 6 ul Brij 35 (10 mg/ml In Wasser) sowie 1,5 ii\ Carboxypeptidase P (0,1 mg/ml 
in Wasser, Boehringer Mannheim. Nr. 810142) zugesetzt. Das entspricht einem Gewichtsverhaltnis Enzym 
zu Protein von 1 zu 400 (Frohman et al.. 1988). 

Sofort nach Zusatz des Enzyms wurde eine Probe von 20 ii\ der Reaktionsmischung entnommen und 
darin die enzymatlsche Reaktion durch AnsSuern mit 2 ul konzentrlerter Trifluoressigsaure und durch 

^ Gefrieren bei - 20 * C unterbrochen. 

Die Reaktionsmischung wurde Im KQhIschrank (ca. 8*C) stehengelassen und Proben zu je 20 ul nach 
10. 20, 60 und 120 Minuten entnommen. Der Rest der Reaktionsmischung wurde weitere 120 Minuten be) 
Raumtemperatur beiassen. Alle Proben wurden sofort nach der Entnahme durch Zusatz von 2 ul konzen- 
trierter Trifluoressigsaure angesauert und bei -20 'C eingefroren, wodurch die enzymatische Realction 

45 unterbrochen wurde. 

Parallel zum beschrlebenen Probenansatz mit etwa 60 ug TNF-BP wurde unter identischen Bedlngun- 
gen ein Reagentienbllndwert angesetzt, dem kein Protein zugesetzt worden war. 

Nach der letzten Probennahme wurden alle Proben 30 Minuten lang in einem Speed Vac Concentrator 
getrocknet. mit 10 ul einer Losung aus 2 Teilen Athanol. 2 Teilen Wasser und 1 Teil Triathylamin ( = 

QQ "Redrying solution" des PIcotag-AminosSureanalysesystems der Fa. Waters) versetzt und nochmals kurz 
getrocknet Danach wurden die Proben zur Derivatisierung der vom C-Terminus abgespaiteten Aminosauren 
mit je 20 ul des "Derivatisation Reagens" (7:1:1:1 = Athanol : Wasser : Triathylamin : Phenyiisothiocyanat; 
Picotag-System) versetzt, 20 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen und dann 1 Stunde In einem 
Speed Vac Concentrator getrocknet. 

55 Zur Analyse der derivatisierten AmlnosMuren wurden die Proben In 100 Ul "Sample Diluent" (Picotag- 
System der Fa.Waters) geiost. Von diesen Losung wurden je 50 ul mit Reverse Phase HPLC (SSule, 
mobile Phase und Gradient nach Originaivorschrift des Picotag-Systems der Fa.Waters) analysiert. Die 
Chromatogramme der Proben und Reagentienblindwerte wurden mit dem Chromatogramm eines analog 
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derivatisierten Gemisches (100 pMoi/Aminosgure) von StandardaminosSuren (Fa.Beckman) vergltchen. 

Wie aus den quantitatlven Ergebnissen der Picotag-AminosMureanalyse (Tabelle 2) ersichtlich ist, 1st 
Asparagin mit hoher Wahrscheinllchloit die C-termlnale Aminosaure von TNF-BP. Neben Asparagin 
konnten nach 240 Minuten Reaktionszeit auch GiutanninsSure und in geiingerer Menge Isoteucin nachgewie- 
5 sen werden. Signifikant Qber dem Reagentienblindwert liegende Mengen von anderen Aminos§uren konnten 
auch nach 240 Minuten Reaktionszeit nicht gefunden werden. Dieses Ergebnis {-lle-Glu-Asn als C- 
Ternninus) bestatigt die aus der N-terminalen Sequenzierung der tryptischen Peptide 21 und 27 abgeleitete 
Vermutung, da/3 die bei diesen Peptiden C-termina! identifizierlen Annlnos§uren - lle-Glue-Asn (Beispiel lb) 
den C-Terminus von TNF-BP darstellen, . 

10 

Tabelle 2: 



Reaktionszeit 




Integratoreinheiten fOr 








die Aminosauren 




Isoieucin 


Glutanninsaure 


Aspargin 


0 
10 








20 






83.304 


60 






168.250 


120 






319.470 


240 


85.537 


152.350 


416.570 


Quantitative Auswertung der Picotag-Aminosaureanalyse 


nach Reaktion von Carboxypeptidase P mit TNF-BP 



Methoden zu den Beispielen 3 bis 7: 

In den nachfolgenden Beispielen wurden, sofern nicht ausdrucklich anders angegeben, molekularbloio- 
glsche Standardmethoden verwendet, die einschlagigen Handbuchern entnommen werden konnen bzw. 
den von den Herstellern empfohlenen Bedingungen entsprechen. \Jn\ die Beschrelbung der nachfolgenden 
Beispiele zu vereinfachen. werden oft wiederkehrende Methoden bzw. Bezeichnungen kurz beschrleben: 

"Schneiden" Oder "Verdauen" von DNA bezieht sich auf die katalytische Spaltung der DNA nnrttels 
Restriktionsendonukleasen (Restriktionsenzymen) an fOr diese spezifischen Stellen (Restriktionsstellen). 
Restrlktlonsendonukleasen slnd kauflich erhaltlich und werden unter den von den Herstellern empfohlenen 
Bedingungen (Puffer, Rindersenjmalbumin (BSA) als TrSgerproteln, DIthiothrelt (DTT) ats Oxidalionsschutz) 
eingesetzt. Restriktionsendonukleasen werden mit einem Groflbuchstaben, meist gefolgt von Kleinbuchsta- 
ben und normalerweise einer romischen Ziffer, bezeichnet. Die Buchstaben hangen von dem Mikroorganis- 
mus ab, aus dem die betreffende Restriktionsendonuklease Isoliert wurde (z.B.: Sma 1: Serratia marces- 
cens), Oblicherweise wird etwa 1 ixg DNA mit einer oder mehreren Einheiten des Enzymsjn etwa 20 al 
Pufferlosung geschnltten. Normalerweise wIrd eine Inkubationsdauer von 1 Stunde bei 37 "C verwendet. 
kann aber laut den Verwendungsvorschriften des Hersteilers variiert werden. Nach dem Schneiden wird 
manchmai die s'Phosphatgruppe durch Inkubation mit alkalischer Phosphatase aus Kalbsdarm (CIP) 
entfemt. Dies dient zur Verhinderung einer ungewUnschten Reaktion der spezifischen Steile in einer 
nachfolgenden Ligasereaktion (2.B. Z'irkuiarislerung eines llnearlsierten Plasmids ohne Insertierung eines 
zweiten DNA-Fragmentes). Wenn nicht anders angegeben. werden DNA-Fragmente nach dem Schneiden 
mit Restriktionsendonukleasen normalerweise nicht dephosphoryliert. Reaktionsbedingungen fur die Inkuba- 
tion mit alkalischer Phosphatase sind z.B. dem Ml 3 Cloning und Sequencing Handbuch (Cloning and 
Sequencing Handbook. Fa Amersham, PI/129/83/12) zu entnehmen.Nach der Inkubation wird Protein durch 
Extraktion mit Phenol und Chloroform entfemt und die DNA aus der wiflrigen Phase durch Zusatz von 
Athanol prazipitiert 

"Isolierung" eines bestimmten DNA Fragments bedeutet die Auftrennung der durch den Restriktionsver- 
dau erhaltenen DNA-Fragmente, z.B. auf einem 1% Agarosegel. Nach der Elektrophorese und dem 
Sichtbarmachen der DNA im UV-Llcht durch Anfarben mit Athidiumbromid (EtBr) wird das gewOnschte 
Fragment anhand mrtaufgetragener Molekulargewlchtsmarker lokallsiert und durch weitere Elektrophorese 
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an DE 81 Papier (Schleicher und SchQll) gebunden. Die DNA wird durch SpQlen mit Nledrigsalzpuffer (200 
mM NaCi. 20 mM Tris pH=7.5. 1 mM EDTA) gewaschen und anschlieBend mit einem Hochsalzpuffer (1 M 
NaCI. 20 mM Tris pH = 7,5. 1 mM EDTA) eluiert. Die DNA wird durch Zusatz von Athanol prSzipiKert. 

"Transformation" l)edeutet das Bnbringen von DNA in einen Organismus, so dafi die DNA dort 

5 replizierbar ist, entweder extrachromosomal oder chromosomal integriert. Transformation von E.coll folgt der 
im M13 Cloning and Sequencing Handbuch (Cloning and Sequencing Handbook. Fa. Amersham. 
Pi/129/83/12) angegebenen Methode. 

"Sequenzieren" einer DNA bedeutet die Bestimmung der Nukleotidsequenz. Dazu wird zunachst die zu 
sequenzierende DNA mit verschiedenen Restriktionsenzymen geschnitten, und die Fragmente werden in 

10 entsprechend geschnlttene Ml 3 mpB, mp9, mp18 oder mp19 Doppelstrang DNA eingebracht. oder es 
werden die DNA mittels Ultraschall fragmentiert, die Enden repariert und die groBenseiektionierten Frag- 
mente in Sma I geschnlttene, dephosphorylierte M13 mp8 DNA eingebracht (Shotgun Methode). Nach der 
Transformation von E.coli JM 101 wird Einzelstrang DNA aus rekombinanten Ml 3 Phagen entsprechend 
denn Ml 3 Cloning and Sequencing manual (Cloning and Sequencing Handbook, Fa Amersham. 

75 PI/1 29/83/1 2) isoliert und nach der Didesoxymethode (Sanger et al.. 1977) sequenziert. Als Alternative zur 
Verwendung des Klenowfragment der E.coli DNA Polymerase I bietet sich dabei die T7-DNA Polymerase 
an ("Sequenase. Fa. United States Biochemical Corporation). Die Sequenzreaktlonen werden entsprechend 
dem Handbuch "Sequenase: Step-by-Step Protocols for DNA Sequencing With Sequenase" (Version 2.0) 
durchgefOhrt. 

20 Bne weitere Sequenziemnethode bestoht im Klonieren der zu sequenzierenden DNA In einen Vektor, 
der unter anderem einen Repilkatlonsursprung eines DNA-Einzelstrangphagen (Ml 3, fl) trSgt (z.B. Bluescri- 
be Oder Bluescript Ml 3 von Stratagene). Nach Transfomnation von E.coli JM101 mit dem rekombinanten 
MolekUl konnen die Transformanten mit einem Helferphagen, zB. M13K07 oder R408 von Promega) infiziert 
werden. Als Resultat erhalt man eine Mischung aus Helferphagen und verpacktem. einzelstrangigem 

25 rekombinanten Vektor. Die Aufarbeitung der Sequenziervorlage (Template) erfolgt In Analogie zu der Ml 3 
Methode. Doppelstrangige Plasmid-DNA wurde entsprechend dem oben angefOhrten Sequenzierhandbuch 
durch Alkalibehandlung denaturiert und direkt sequenziert. 

Die Auswertung der Sequenzen erfolgte mittels der ursprlinglich von R. Staden (Staden et a!., 1982) 
entwickelten und von Ch. Pieler (Pieler, 1987) modifizierten Computerprogramme. 

30 "Ligieren" bezieht sich auf den ProzeB der Bildung von Phosphodlesterbindungen zwischen zwel Enden 
von Doppelstrang-DNA Fragmenten. Oblicherwelse werden zwischen 0,02 und 0.2 ug DNA-Fragmente in 10 
Ul mit etwa 5 units T4-DNA Ligase ("Ligase") in einer geeigneten Pufferlosung liglert (Maniatis et al„ 1982). 
"Praparation" von DNA aus Transformanten bedeutet die Isollerung der Plasmid DNA aus Bakterlen mittels 
der alkalischen SDS Methode, modifiziert nach Birnboim und Doiy, unter Weglassen des Lysozyms. Dabel 

35 werden die Bakterien aus 1 ,5 bis 50 ml Kultur verwendet. . . _ 

"Oligonukleotide" sind kurze Polydesoxynukleotide. die chemlsch synthetisiert werden. Dazu wlirde der 
Applied Biosystems Synthesizer Modell 381 A verwendet. Die Ollgonukleotide werden entsprechend dem 
Model! 381A User Manual (Applied Biosystems) aufgearbeitet. Sequenzprlmer werden ohne weitere Reini- 
gung direkt eingesetzt. Andere Oligonukleotide werden bis zu einer Kettenlange von 70 durch die "OPC"- 

40 Methode gereinigt (OPC «= Oligonucleotid purification column, Applied Biosystems, Product Bulletin, 
January 1988). Langere Oligonukleotide werden durch Polyacrylamldgelelectrophorese (6% Acrylamid. 
0,15% BIsacrylamid. 6 M Harnstoff, TBE-Puffer) gereinigt und nach der Elution aus dem Gel Uber eine G-25 
SepharosesMule entsalzt. 

46 

Beispiel 3 



Herstellung von TNF-BP-spezifischen Hybridisierungssonden 

50 

Die Auswahl der Oligonukleotide wurde Im Hinblick auf deren Vennrendung zur Amplifizierung von cDNA 
mittels PCR getroffen: 

a) Aus der N-terminalen Aminosauresequenz des TNF-Bindungsprotelns (Hauptsequenz. erhaften aus 
Vorversuch 3 und Beispiel 1, Fraktion 1) 
55 Asp-Ser-Val-Cys-Pro-Gln-Gly-Lys-Tyr-lle-His-Pro-Gln- 

wurde ein Heptapeptid-Bereich ausgewahit, der die niedrigste KomplexltSt eines gemlschten Oligonukleo- 
tids zum Hybridisleren an cDNA zulaBt: Es sind dies die AminosSuren 6 bis 12. Um die Komplexitat des 
Mischoligonukleotids herabzusetzen, wurden vier MIschoIigonukleotide mit einer Komplexitat von jewells 48 
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hergestellt Die Oligonukleotide wurden In Richtung der mRNA hergestellt. sle sind somit zum 3'Ende der 
Sequenz orientlert und Identisch mit dem nichtkodierenden Strang des TNF-BP-Gens: 



61n-Gly-Lys-Tyr-Ile-His-Pro 



5'C7^ GGT AAA TAT ATT CAT CC 3'TNF-BP #3/1 EBI-1639 
G G C C C 

A 



5'CAA GGC AAA TAT ATT CAT 
G G C C C 

A 

5'CAA GGA AAA TAT ATT CAT 
G G C C C 



CC 3'TNF-BP #3/2 EBI-.1640 



CC 3'TNF-BP #3/3 EBI-1641 



5'CAA GGG AAA TAT ATT CAT CC 3'TNF-BP #3/4 EBI-1642 
G G C C C 

A 

b) Aus der AminosSuresequenz eines tryptischen Peptides (Fraktion 11 des ttyptischen Verdaus) der 

Aminosa uresequenz 

Qlu-Cys-GIu-Ser-Gly-Ser-Phe-Thr-Ala-Ser-(Qlu/Cys)-Asn-Asn-Lys (vgl. Belspiel 1) 

wurde ein Peptid-Bereich ausgewahit und ein weiterer Satz von Mischoligonukleotiden synthetisiert: 
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-Phe-Thr-Ala-Ser-Glu-Asn-Asn-Lys 

Cys 

TNF-BP #4/5 (EBI-1653): 

3 'AAA T6A CGG AGA CTC TTG TTG TT CCTAGGG 5' 
G G T T T 
T 

TNF-BP #4/6 (EBI-1654): 

3'AAA TGA CGG TCA CTC TTG TTG TT CCTAGGG 5' 
G G T G T 
T 

TNF-BP #4/7 (EBI-1657): 

3 'AAA TGA CGG AGA ACA TTG TTG TT CCTAGGG 5' 
G G T T G 
T 

TNF-BP #4/8 (EBI-1658): 

3 'AAA TGA CGG TCA ACA TTG TTG TT CCTAGGG 5' 
G G T G G 
T 

Die Ollgonukieotide wurden komplementar zur mRNA synthetlsiert und sind somit zum S Ende der 
Sequenz orientiert. ym das amplifizlerte DNA-Fragment im Anschlui3 an die PGR effizient klonieren zu 
konnen, wurde auch ein BamHi-Linker am s'Ende der Ollgonukieotide vorgesehen. Werden 2.B. die 
Ollgonukieotide TNF-BP #4/5-8 gemeinsam nnit TNF-BP #3/1-4 fUr die PGR an der gesamten X-DNA einer 
BIbliotliek eingesetzt. kann ein etwa resultierendes DNA Fragment mit BamHI nachgeschnitten werden. Die 
Partner-OIigonukleotide ergeben ein gerades Ende am s'Terminus, das Fragment kann somit in die Smal- 
BamHI-Stellen eines geeigneten Vektors klonlert werden. 

Jedes MIschoiigonukleotid TNF-BP #475 bis 8 1st eine Mischung aus 48 Einzelnukleotlden und 
berOcksichtigt einige Codons nicht. und zwan 
Thr ACQ 

Ala GOG und GOT 
Ser TOG und TOO 
Asn AAT 

Bel 6CT wird die MQglichkeit in Betracht gezogen. dafi das zu GOO (Ala) komplementare Triplett OGQ 
durch Ausbildung einer G-T BrOcke wirksam sein kann, bei TOG (Ser) und AAT (Asn) gilt dasselbe 
bezuglich AGT bzw. TTG. 

AGO. GOG und TOG sind 3u0erst seltene Codons (OG-Regel) und wurden deshalb nicht berUcksichtigt. 
Beispiel 4 

Ampllfizlerung einer fUr TNF-BP kodierenden Tellsequenz aus einer cDNA-Blbliothek. 
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a) Isoiierung von X-DNA einer cDNA Bibliothek 

Die Herstedung der cDNA Bibliothek erfolgte nach der in der EP-A1-0293 567 fUr die humane 
plazentale cDNA Bibliothek beschriebenen Methode mit dem Unterschied, daB ais Ausgangsmaterial 10^ 

5 Rbrosarkomzellen der Zellinie HS 913 T, die unter Stimulierung mit humanem TNF-a (10 ng/ml) hochge- 
zuchtet worden waren. verwendet wurden. Statt X gt10 wurde X gt11 venwendet (cDNA Synthese: Anners- 
ham RPN 1256; EcoRI verdaute X gt11 Arnr^e: Promega Biotech; in vitro Verpacken der ligierten DNA: 
Gigapack Plus, Stratagene). 

5 ml des PhagenGberstandes der amplifizierten cDNA Bibliothek der humanen Rbrosarkom Zellinie 

70 HS913T In X gtll wurden mit 0.5 ug RNase A und 0,5 ug DNase I versetzt und eine Stunde bei 37' C 
inkubiert. Die Mischung wurde 10 min bei 5000xg zentrifugiert, der Uberstand durch Extraktion mit Phenol 
und Chloroform von Protein befreit und die DNA aus der wassrigen Phase durch Zusatz von Ethanol 
prazipitiert. Die X-DNA wurde in TE-Puffer (10 mM Tris pH=7.5; 1 mM EDTA) gelost. 

75 

b) PGR Ampliflzierung einer TNF-BP Sequenz aus einer cDNA Bibliothek 

Fur die Anwendung der PGR (SaikI et al., 1988) auf DNA der HS913T cDNA Bibliothek wurden 16 
Einzelreaktionen durchgefUhrt, in welchen jeweils eines der 4 Mischoligonukleotide EBI-1639, EBI-1640, 
20 EBI-1641. EBM642 als erster Primer und eines der vier Mischoligonukieotide EBI-1653, EBI-1654. EBI- 
1657. EB[-1658 ais zweiter Primer eingesetzt wurde. Jedes dieser Mischoligonukleotide enthMIt 48 verschle- 
dene Oiigonukleotide gleicher Lange. 

Die Ampliflzierung mittels PGR fand in 50 ul Reaktionsvoiumen, enthaltend 250 ng X-DNA der cDNA- 
Bibliothek. 50 mM KCI, 10 mM Tris pH = 8,3, 1.5 mM MgCla. 0,01% Gelatine, 0.2 mM jedes der 4 desoxy- 

25 Nukleosidtriphosphate (dATP, dQTP, dCTP, dTTP), je 200 pMol erster und zweiter Primer. 1 ,25 Bnheiten 
Taq Polymerase [Perkln-Elmer Cetus] statt. Urn ein Verdunsten zu verhlndern, wurde die Losung mit 
einigen Tropfen Mlneralol (0,1 ml) Uberschichtet Die PGR wurde in einem DNA Thermal Gycler (Perkin 
Elmer Getus) folgendermaflen durchgefuhrt: Die Proben wurden 5 MInuten auf 94* G erhitzt. um die DNA zu 
denaturieren, und anschiieflend 40 Ampllfikationszyklen unterworfen. Ein Zyklus bestand aus 40 Sekunden 

30 Inkubation bei 94* C, 2 Minuten Inkubatlon bei 55 *C und 3 Minuten Inkubation bei 72 *C. Am Ende des 
letzten Zyklus wurden die Proben fur weitere 7 Minuten bei 72* G Inkubiert. um sicherzustellen, da/3 die 
letzte Primer-Verlangerung vollstandig verlauft Nach Abkuhlen auf Raumtemperatur wurden die Proben mit 
Phenol und Ghloroform von Protein befreit und die DNA mit Athanol prMzipitiert. 

5 ul jeder der 16 PCR-Proben wurden auf ein Agarosegel aufgetragen und die Lange der ampllfizierten 

35 DNA-Fragmente nach elektrophoretischer Auftrennung bestimmt. Die starkste DNA-Bande, ein Fragment 
von 0,16 kb Lange, war In den PCR-Proben zu sehen, die mit dem Oligonukleotid EBI-1653 ais erstem 
Primer und einem der Oiigonukleotide EBI-1639, EBI-1640. EBI-.1641 oder EBI-1642 als zweltem Primer 
ampflftzlert worden waren. Da die mit dem Primerpaar EBI-1653 und EBI-1642 ampliffziertB Probe die 
groOte Menge an diesem 0,16 kb DNA-Fragment enthielt, wurde diese Probe fUr die weitere Aufarbeitung 

40 ausgewahlt. 



Belspiel 5: 

45 

Klonlerung und Sequenzlerung eines durch PGR Amplifikatlon gewonnenen DNA-Fragments 

Das erhaltene PGR-Produkt der Primer EBI-1642 und EBI-ie53 wurde mit BamHI geschnitlen und 
nachfolgend elektrophoretisch in einem Agarosegel (1,5% Nusieve GTG Agarose plus 1% Seakem GTG 

50 Agarose. FMG Corporation) nach der GroiJe aufgetrennt. Die Hauptbande, ein DNA Fragment von 0.16 kb 
LSnge, wurde aus dem Gel elektroelulert und mit Ethanol prMzipitiert. Dieses DNA Fragment wurde mit 
BamHl/Smal geschnlttenem Plasmid pUC18 (Pharmacia) liglert und E. coll JM101 mit dem Ligationsge- 
misch transformiert. Die nach der Miniprdparationsmethode hergestellten Plasmlde wurden durch Schnel- 
den mit den Restriktionsenzymen Pvull und EcoRI-BamHI und nachfolgender Elektrophorese In Agarosege- 

55 len charakterisiert. Das Plasmid pUG18 enthSit zwel Schnittsteilen fUr Pvull, die in einem 0.32 kb DNA- 
Fragment die Polyklonierstelle flankleren. Sehr kurze DNA-lnserts in der Polykloniersteile des Plasmids 
konnen nach Schneiden mit Pvull leichter im Agarosegel sichtbar gemacht werden. da sich die Lange um 
0,32 kb vergr5i3ert. Durch Schneiden mit EcoRl und BamHI kann das' in den mit BamHI und Smal 
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geschnittenen Plasmldvektor ligierte DNA-Fragment inkluslve einiger Basenpaare der Polylinkersequenz 
erhalten werden. Ein Klon mit dem gewOnschten Insert wurde als pTNF-BP3B bezeichnet. Das gesamte 
DNA-lnsert dieses Klons wurde nach Subklonieren eines EcoRl-BamHI Fragments in M13mp18 (Pharmacia) 
nach der modifizierten Didesoxy IVletliode mit Sequenase (United States Biochemical Corporation) sequen- 
6 ziert. 

Die Analyse der durch PCR-ampllfizierten DNA ergab folgende Sequenz (nur der nicht kodierende 
Strang ist abgebildet, darOber die abgeleitete AminosMuresequenz): 

5 10 

70 

Gin Gly Lys Tyr lie His Pro Gin Asn Asn Ser lie Cys 
CAG GGG AAA TAT ATT CAC CCT CAA AAT AAT TCG ATT TGC 
15 20 25 

^5 Cys Thr Lys Cys His Lys Gly Thr Tyr Leu Tyr Agn Asp 

TGT ACC AAG TGC CAC AAA GGA ACC TAC TTG TAC AAT GAC 



30 35 
Cys Pro Gly Pro Gly Gin Asp Thr Asp Cys Arg Glu Cys 
TGT CCA GGC CCG GGG CAG GAT ACG GAC TGC AGG GAG TGT 

25 

40 45 50 

Glu Ser Gly Ser Phe Thr Ala Ser Glu Asn Asn Lys 

GAG AGC GGC TCC TTC ACA GCC TCA GAA AAC AAC AAG GAT CC 

- 30 

Die ersten 20 und die letzten 29 Nukleotide (in Kursivschrlft) entsprechen den Sequenzen der Primer?,, k . 
Oligonukleotide EBM642 bzw. dem Komplement von EBl-1653. Die AmInosSuren 38 bis 43 bestatlgen die 
restliche Sequenz des tryptischen Peptides 11. 
35 Weiters enthalt das mittels PGR erzeugte DNA-Fragment die Sequenz des Peptides der Fraktion 20 
des tryptischen Verdaus (Aminosauren 20 bis 34, unterstrichen). Damit ist erwiesen. daS der Klon pTNF- 
BP3B von einer cDNA abgeleitet wurde. die fUr TNF-BindungsproteIn kodiert. 

pTNF-BP3B stent damit eine Sonde, z.B. zum Durchsuchen von cDNA-Bibliotheken nach TNF-BP cDNAs, 
dar. 

40 

Beispiel 6: 



45 Isolierung von TNF-BP cDNA Klonen 

Ca. 720.000 Phagen der HS913T cDNA Bibllothek in X gtll wurden auf E.coll Y1088 (A lacU169. 

pro::Tn5. tonA2, hsdR. supE. supF, metB» trpR, F^.X " (pMC9)) plattiert (ca. 60.000 Phagen pro 14,5 cm 

Petrischale, LB-Agar: 10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCI. 1,5% Agar. Plattieren in Top-Agarose: 10 
50 g/l Trypton, 8 g/l NaCI. 0.8% Agarose). Von jeder Platte wurden zwei Nitrozelluiosefiiter-AbzUge hergestellt. 

Die Filter wurden vorgewaschen (16 Stunden bei 65 *C) in: 

50 mMTris/HCI pH = 8.0 

1 M NaCt 

1 mM EDTA 
56 0,1 % SDS 

Die Fiiter wurden zwei Stunden bei 65* C prahybridislert in: 

6x SSC (0.9M NaCI, 0.09 M trI-Na-citrat) 

5x Denhardt's (0,1% Rooll, 0,1% Polyvinylpyrrolldon, 0,1% BSA (-Rinderserumalbumin)) 
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0,1% SD& 



Herstellung der radioaktiv maiiderten Sonde: 

5 

pTNF-BP 3B wurde mit BamHl und EcoRl doppelt geschnitten und das ca. 0.16 kb Insert isoliert. 0,6 
ug des Inserts in 32 jxl werden bei 100'C denaturiert und mit j© 60 pMoI EBI-1642 und EBI-1653 durch 
AbkUhlen auf 80* C Qber 10 Minuten und jShes AbkOhlen in Eiswasser geprimt. Nach Zusatz von 
10 ii\ a-32p-c!CTP (100 uCi, 3,7 MBq) 
10 5 lOx Priming Puffer (0,1 M Tris/HCI pH = 8,0. 50 mM MgCb) 
2 juil je 1mm dATP, dGTP. dTTP 

1 ml PollK (Klenow Fragment der Ecoli DNA Polymerase I, 5 Bnheiten) 

wurde 90 Minuten bel Raumtemperatur inkubiert. Nach Hitzeinaktlvierung (10 Minuten auf 70* C) erfolgte 
das Abtrennen der nicliteingebauten Radioaktivitat durch Chromatographie Dber Biogel P6DG (Biorad) in TE 
75 Puffer (10 mM Tris/HCI pH = 8, 1 mM EDTA). Eingebaut wurden 65x10^ cpm. 

Das Hybrldlsieren der i=ilter erfolgte in einem Gesamtvolumen von 80 ml 6xSSC/5X Denhardt's/0.1 % SDS 
plus hitzedenaturierter IHybridisiersonde wahrend 16 Stunden bei 65 * C. . 

Die RIter wurden zwelmal 30 Minuten bei Raumtemperatur In 6xSSC/0.01% SDS tind einmal 45 Minuten 
bei Raumtemperatur in 2xSSC/0.01% SDS und dreimal 30 Minuten bei 65 'C in 2xSSC/0,01% SDS 
20 gewaschen. Die RIter wurden luftgetrocknet und anschliefiend an Amersham Hyperfiim 16 Stunden unter 
Verwendung einer VerstSrkerfolie bei -70 *C exponiert. Insgesamt wurden 30 hybridisierende Plaques 
identifiziert (X-TNF-BP #1-30). 

Die Reglonen mit den hybridisierenden Plaques wurden moglichst prSzlse ausgestochen, und die Phagen 
in 300 ii\ SM Puffer plus 30 ul Chloroform eluiert. 
25 Durch "Plaquereinlgung" (Plattieren von ca. 200 Phagen pro 9 cm Petrischale beim zweiten Durchgang. 
bzw. ca 20 Phagen pro 9 cm Petrischale beim dritten Durchgang. Filterabzuge doppelt, Vorbereiten, 
Hybridisieren und Waschen wie beim erstmallgen Durchsuchen beschrieben) wurden letztlich 25 hybridisie- 
rende Phagen vereinzelt (X-TNF-BP #1-10, 12-24, 29,30). 

30 

Darstellung der rekomblnanten X-DNA von den Klonen X-TNF-BP #13. 15. 23, 30: 

2x10^ Phagen wurden auf E.coli Y1088 in Topagarose (10 g/l Trypton. 8 g/l NaCI. 0.8% Agarose), 
plattiert (14,5 cm Petrischale mit LB-Agarose (1,5% Agarose, 0,2% Glucose, 10 mM MgSOi, 10 g/l Trypton. 

35 5 g/I Hefeextrakt, 5 g/i"NaCI) und 6 Stunden bei 37* C inkubiert. Nach AbkUhlen der Platten (30 Minuten bei 
4*0) wurde mit 10 ml X-Dlluent (10 mM Tris/HCI pH = 8,0. 10 mM MgCb. 0.1 mM EDTA) Qberschichtet und 
16 Stunden bei 4' C eluiert. Der Oberstand wurde in 15 ml Corex Rohrchen transferlert und 10 Minuten bei 
15000 rpm und 4* C zentrifugiert (Beckman J2-21 Zentrifuge. JA20 Rotor). Der Oberstand wurde in 10 ml 
Polycarbonat-Rohrchen dekantlert und bei 50000 rpm, 20* C bis aj2t = 3x10^° zentrifugiert (Beckman L8-70, 

40 50 Ti Rotor). Das Pellet wurde In 0.5 ml X-Diluent resuspendiert und in Eppendorf Rohrchen (1,4 ml) 
transferiert. Nach Zusatz von 5 ug RNase A und 0.5 ug DNasel und Inkubation bei 37* C wShrend 30 
Minuten und Zusatz von 25 ul 0.5 M EDTA. 12,5 ul 1 M Tris/HCI pH=8.0, 6,5 Ul 20% SDS erfolgte weltere 
Inkubation bei 70* C fUr 30 Minuten. Die X-DNA wurde durch Phenol/Chlorofomn Extraktion gereinigt und mit 
Ethanol gefallt AbschlieBend wurde die DNA in 100 ul TE-Puffer gelSst 

45 

Beispiel 7: 



60 Subklonierung und Sequenzierung von TNF-BP cDNA Klonen 15 und 23 

Um die cDNAs der Klone XTNF-BP15 und XTNF-BP23. die bel der Hybridisierung die stMrksten Stgnale 
gezeigt hatten. nSher zu charakterisieren. wurden die cDNA-inserts mit EcoRl aus der X-DNA herausge- 
schnitlen, nach elektrophoretischer Auftrennung aus einem Agarosegel eluiert und mit Athanol prazlpitiert. 
56 Die DNA-Fragmente von 1.3 kb (von XTNF-BP15) und 1.1 kb (von XTNF-BP23) wurden mit EcoRl 
geschnittenem und mit alkalischer Phosphatase aus Kalbsdarm dephosphoryliertem Plasmldvektor pT7/T3a- 
18 (Bethesda Research Laboratories) mit T4 DNA Ligase ligiert und E.coli JM101 transformiert. Von 
einzelnen Bakterienkolonlen, die nach Selektlon auf Agaroseplatten mit Amplcillin und X-gal kelne blaue 
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Farbung aufwiesen. wurde im MiniprSparationsverfahren Plasmid-DNA hergestellt und durch Schneiden mit 
EcoRl und Hindlll das Vorhandensein und die Orientierung des cDNA Inserts festgestellt. Plasmide, die das 
EcoRI Insert der Phagen XTNF-BP15 bzw. XTNF-BP23 so orientiert enthietten, da/3 das dem 5'-Ende der 
mRNA entsprechende Ende dem T7 Promoter zugewandt ist. wurden pTNF-BP15 bzw. pTNF-BP23 
5 benannt Die EcoRI Inserts von XTNF-BP15 und XTNF-BP23 wurden ebenfalis in mit EcoRI geschnittenen 
und depliosphoryllerten M13mp19 Vektor llglert und Exoli JM101 transformiert. Von einigen wahllos 
ausgewShiten M13 Klonen wurde Enzelstrang-DNA prapariert und als Vorlage fQr die Sequenzierung nach 
der DIdesoxy-Methode verwendet. 

An M13 Klonen. die die cDNA-lnserts in entgegengesetzter Orientierung entliielten, wurden mit dem 
70 universellen Sequenzierprimer und spezifiscii syntlietisierten Oligonukleotidprimem, die an das cDNA-lnsert 
btnden, beide DNA-Strange volistandig sequenziert. 

Die vollstandige Nukleotldsequenz von 1334 Basen des cDNA-lnserts von XTNF-BP15 bzw. pTNF-BP15 
ist in Flg.1 dargestellt Die Basen 1-6 und 1328-1334 entsprechen den EcoRl-IJnl<em. die be! der 
Herstellung der cDNA-Bibliothek an die cDNA angefugt worden waren. Die Nukleotldsequenz des cDNA- 
15 Inserts von XTNF-BP23 entspricht der von XTNF-BP15 (Basen 22-1100), flankiert von EcoRI-Linkern. 

Der Klon XTNF-BP3Q wurde ebenfalis untersucht; seine Sequenz entspricht XTNF-BP15 mit dem 
Unterschied, da0 die Sequenz eine Deletion von 74 bp (Nukleotid 764 bis 837) aufweist 



20 Beispiel 8 



Konstruktion der Expressionsplasmide pAD-CMVI und pAD-CMV2 

25 Aus Teilen der Expressionsplasmide pCDMS (Seed und Aruffo, 1987. Seed. 1987; Invltrogen). 
pSV2gptDHFR20 (EP-A1 0321 842) und dem Plasmid Bluescrlpt SK+ (Sliort et a!., 1988; Striatagene) 
wurde ein neues Plasmid konstruiert, das eine Multiklonlerstelle fOr die gerichtete Insertion heterologer 
DNA-Sequenzen aufweist und sicii in Ecoii mittels Ampicillinresistenz mit holier Kopienzahl vermehren laBt. 
Die intergenische Region von Ml 3 ermoglicht die Herstellung einzelstrangiger Plasmid-DNA mittels 

30 Superinfektion der transformierten Bakterlen mit einem Helferphagen (z.B. R408 oder M13K07) zur erleich- 
terten Sequenzierung und Mutagenese der Plasmid-DNA. Der T7 Promoter, der der Multiklonierstelte 
vorangeht, ermoglicht die Herstellung von RNA Transkripten in vitro. In SSugetierzellen erfolgt die Expres- 
sion heterologer Gene getrieben vom Cytomegalovirus (CMV) Promoter/Enhancer (Boshart et al., 1985). Der 
SV40 Replikationsursprung ermoglicht in geeigneten Zellinien (z.B. SV40 transformierte Zellen wie COS-7, 

35 Adenovirus transformierte Zeilinie 293 (ATCC CRL1573) die autonome Replikatlon_des Expressionsplasmi- 
des zu hohen Kopienzahlen und damit hohe Raton in translenter Expression. Fur die Herstellung pemaanent 
transformlerter Zellinien und die nachfolgende Ampiifikation der Expressionskassette mittels Methotrexat 
dlent ein modifiziertes Hamster-Mlnigen (Promoter mit kodierendem Berelch und dem ersten Intron) fur 
Dihydrofolatreduktase (DHFR) als Selektionsmarker. 

40 

a) Herstellung der Vektor- und Promoteranteile durch PGR 

Das Plasmid Bluescript SK+ wurde mit Hindlll linearislert und 5 ng DNA In einem 100 ui PGR Ansatz 
46 eingesetzt (Reaktionspuffer: 50 mM KCI. 10 mM Tris-CI pH=8,3, 1,5 mM MgCb. 0,01% (w/v) Gelatine, 0.2 
mM der vier Desoxynukleotidtri phosphate (dATP. dGTP. dGTP. dTTP), 2,5 Einheiten Taq Polymerase pro 
100 III). Als Primer wurden je 50 pmol der synthetischen Oligonukleotlde EBH78B (5'- 
GQAATTCAGCGTGAATGGGGAATGGG-3'; bindet knapp auflerhalb von M13 ori-Region in Bluescript Pos. 
475, unabhangig von M13 ori-Orientierung) und EBI-1729 (5'-GGTCQAGCGTTGCTGGCGTTTTTCC-3'; 
50 bindet an Bluescript an Pos. 1195 vor ori, entspricht dem Anfang der Bluescript-Sequenz in pCDMS, 8 
Basen 5'ergeben Xhol) eingesetzt. Nach 5 Minuten Denaturieren bei 94* C erfolgte die PGR Uber 20 Zyklen 
(40 sec bei 94 *C. 45 sec bei 55* G, 5 MIn bei 72* C, Perkin Elmer Getus Thermal Cycler). Die 
Oligonukleotide flankieren die intergenische Region von Ml 3 bzw. den Replikationsursprung (ori) mit dem 
dazwischenllegenden Gen fOr die j8-Lactamase. Gleichzeitig wfrd am Ende des Repllkationsursprungs eine 
56 Xhol- und am anderen Ende eine EcoRI-Schnittstelle erzeugt Das Reaktionsgemisch wurde durch Extrak- 
tlon mit Phenoi-Ghlorofonm von Protein befreit und die DNA mit Ethanol prazipitiert. Die erhaltene DNA 
wurde mit Xhol und EcoRI geschnitten und nach Eiektrophorese in einem Agarosegel ein Fragment mit 2,3 
kb isoliert 
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5 ng mit Sacll llnearisiertes Plasmid pCDMS wurden mrt den Oligonukleotiden EBM733 (s'- 
GGTCGACATTGATTATTGACTAG-3': bindet an CMV-Promotorregion (Pos. 1542) von pCDM8. entspricht 
Pos.1 in pAD-CMV. Sall-Stelle fOr Klonierung) und EBM734 (5'-GGAATTCCCTAGGAATACAGGGG-3'; 
bindet an Polyoma origin von 3'SV40 polyA-Region in pCDMS (Pos. 3590)) unter identischen Bedingungen 

6 wie fUr Bluescript SK+ beschrieben, durch PGR amplifiziert. Die Oligonul<leotide blnden am Beginn der 
CMV-Promoter/Enhancer-Sequenz und erzeugen sine Sail Schnittstelle (EBI-1733) bzw. binden am Ende 
der SV40 poly-Adenylierungstelle und erzeugen eine EcoRI Schnittstelle (EBI-1734). Das PCR-Produkt 
wurde mit Sail und EcoRI geschnltten und ein DNA Fragment von 1.8 kb aus einem Agarosegel Isoliert. 
Die beiden PGR Produkte wurden mit T4 DNA-Llgase ligiert, mit dem erhaltenen Ligationsprodukt E.coll 

10 HB101 transformiert und nach Standardmethoden Plasmld-DNA amplifiziert und.praparierL Das Plasmid der 
gewOnscliten Beschaffenlieit (siehe Fig.3) wurde pCMV-M13 benannt 

Der SV40 Replikationsursprung (SV40 orl) wurde aus dem Plasmid pSV2gptDHFR20 (EP-A1 0321842) 
Isoliert. Dazu wurde dieses Plasmid mit Hindlll und Pvull doppelt geschnitten und die DNA-Enden durch 
nachfolgende Behandlung mit dem groflen Fragment der E.coli DNA Polymerase (Klenow Enzym) in 

75 Qegenwart der vier Desoxynukleotldtriphosphate stumpf gemacht EIn dabei erhaltenes 0.36 kb DNA 
Fragment wurde aus einem Agarosegel isoliert und in mit EcoRI linearislertem pCMV-M13 ligiert. Ein nach 
Transformation von E.coli HB101 erhaltenes Plasmid mit dem SV40 orl in gleicher Orientierung wie das jS- 
Lactamase Gen und dem CMV-Promoter wurde pGMV-SV40 benannt Die Konstruktion dieses Plasmids ist 
in Fig.3 dargestelit. 

b) Mutagenese des DHFR-Gens 

Zur IHersteltung etnes Expresslonspiasmids mit einer vielseitigen Multiklonierstelle wurden aus dem 

25 DHFR Minlgen durch gerichtete Mutagenese zwei und durch Deletion drei Restrlktionsenzymschnittstellen 
entfernt. Dazu wurde aus dem Plasmid pSV2gptDHFR20 ein 1.7 kb Bglll Fragments das die gesamte 
kodierende Region des Hamster DHFR-Gens enthalt. In die Bglll Stelle des Plasmids pUC219 (IBI) kloniert 
und das Plasmid pUCDHFR erhalten. Mit pUCDHFR transformierte E,coli JM109 (Stratagene) Zellen wurden 
mit etwa 40-fachem Uberschu/3 des Helferphagen R408 (Stratagene) infiziert und 16 Stunden bei 37* C In 

30 LB-Medium geschQttelt. Aus dem BakterienUberstand wurde einzelstrSngige Plasmld-DNA isoliert. 

Die gerichtete Mutagenese erfolgte in zwei aufeinanderfolgenden Schritten, wobei das in vitro Mutage- 
nese System RPN1523 (Amersham) verwendet wurde. Die am Beginn von Exon 2 befindliche EcoRI Stelle 
wurde durch Austausch einer Base von GAATTC zu GAGTTC zerstSrt. DIeser Basenaustausch fUhrt zu 
keiner Anderung der kodierten Aminosauresequenz und entspricht auBerdem der Nukleotldsequenz im 

35 natCrlichen murinen DHFR-Gen (McGrogan et al., 1985, Mitchell et al.. 1986). Fur die Mutagenese wurde 
ein Oligonukleotid (Antisense-Orientierung) der Sequenz s'-GTACTTGAACTCGTTCCTG-s' (EBI-1751) ver- 
wendet. Bn Plasmid mit der gewUnschten Mutation wurde, wie oben beschrieben, als Einzelstrang-DNA 
prSpariert und die Im ersten Intron befindliche PstI Stelle durch Mutagenese mit dem Oligonukleotid EBI- 
1857 (Antisense Orientierung, s'-GGCAAGGGCAGCAGCCGG-s') von CTGCAG in CTGCTG entfernt. Die 

40 Mutationen wurden durch Sequenzierung bestatigt und da erhaltene Plasmid pUCDHFR-Mut2 benannt. 

Aus dem Plasmid pUCDHFR-Mut2 wurde das 1,7 kb Bglll Fragment isoliert und in mit Bglll und BamHI 
doppelt geschnittenes Plasmid pSV2gptDHFR20 ligiert. Nach Transformation von E.coli, Amplifikation und 
DNA-lsollerung wunje ein Plasmid der gewOnschten Beschaffenheit erhalten, das als pSV2gptDHFR-Mut2 
bezeichnet wurde. Durch Schneiden mit BamHI wurde In der s'-nicht-kodierenden Region des DHFR Gens 

45 ein auf die Bglll Stelle folgendes 0,12 kb DNA-Fragment entfernt das aufierdem noch eine Kpnl Schnittstel- 
le enthait. Durch VerknOpfen der mit Bglll und BamHI entstandenen OberhSngenden DNA-Enden wurden 
auch die Erkennungssequenzen fOr diese beiden Enzyme zerst5rt 

Das Plasmid pCMV-SV40 wurde mit EcoRI und BamHI doppelt geschnltten. die DNA-Enden nachfol- 
gend mit Klenow-Enzym stumpf gemacht Die DNA wurde durch Extraktion mit Phenol- Chiorofomr) und 

50 EthanolfSllung gereinlgt. anschlle^end durch Inkubation mit alkalischer Phosphatase dephosphoryliert und 
die 4,4 kb lange Vektor DNA aus einem Agarosegel isoliert. 

Das Plasmid pSV2gptDHFR-Mut2 (Fig.4) wurde mit EcoRI und PstI doppelt geschnltten und die DNA- 
Enden durch 20 Minuten Inkubation bei 11* C mit 5 Bnhelten T4 DNA-Polymerase (50 mM Tris- HCI 
pH=8,0. 5 mM MgCia. 5 mM Dithiothreit 0.1 mM Jedes der vier Desoxynukleotidtriphosphate. 50 ug/ml 

65 Rinderserumalbumin) stumpf gemacht Das 2,4 kb lange DNA-Fragment mit dem mutlerten DHFR-Gen 
wurde aus einem Agarosegel Isoliert und mit dem wie oben beschrieben prSparierten pCMV-SV40 ligiert. 
Bn nach Transformation von Ecoli erhaltenes Plasmid, das das DHFR-Gen in der selben Orientierung wie 
den CMV-Promoter enthielt wurde pCMV-SV40DHFR benannt 
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Im letzten Schritt wurde das 0,4kb "Stuffer"-Fragment nach dem CMV-Promoter, das noch aus d©m 
Ausgangsplasmid pCDMS stammte, gegan eine Multiklonierstelte ausgatauscht Dazu wurde das Plasmid 
pCMV-SV40DHFR mil Hlndlil und Xbal doppelt geschnitten und der Vektoranteil aus einem Agarosege! 
Isoliert. Die Multiklonierstelle, gebildet , aus den beiden Ollgonukleotiden EBl-1823 (S'- 

6 AGCTTCTGCAGGTCGACATCGATGGATCCGGTACCTCGAGCGGCCeCGAATTCT-3') und EBI-1829 (S'- 
CTAGAQAATTCGCGGCCGGTGGAGGTACCGGATCCATCGATGTCGACCTGCAGA-3'). enthSIt inklusive der 
fUr die Klonierung in Hindll) - Xbal kompatibfen Enden Restriktionsschnittstellen fUr die Enzyme PstI, Sail. 
Clal. BarnHF, Kpnl, Xhol. NotI und EcoRl. 

Je 1 HQ der beiden Oligonukleotide wurden in 20 ii\ Reaktionspuffer (70 mM Trts-GI pH = 7,6, 10 mU 

10 UgO\z, 5 mM DIthiothrelt. 0.1 mM ATP) mit 5 Einineiten T4 Polynukleotidkinase eine Stunde be! 37 *C 
jnkubiert, urn die s'-Enden zu phosphorylieren. Die Reaktion wurde durcli 10 minQtiges Erhltzen auf 70 *C 
gestoppt und die kompIementMren Oligonukleotide miteinander hybridisiert. Indem die Probe weltere 10 
Minuten bei 56 'C inkubiert und anscliiieQend langsam auf Raumtemperatur abgekChIt wurde. 4 ul der 
hybridisierten Oligonukleotide (100 ng) wurden mit etwa 100 ng Plasmidvektor liglert und E.coli HB101 

75 transformlert Ein Plasmid, das sich mrt den Enzymen der Multiklonierstelle (ausgenommen NotI) linearisie- 
ren liefi, wurde pAD-CMV1 benannt. Von vielen getesteten Klonen konnte keiner identifiziert werden, dessen 
Plasmid sich mit NotI schneiden liefl. Die Sequenzierung zeigte immer die Deletion von einigen Basen 
innerhalb der NotI Erkennungssequenz. 

In gleicher Weise wurde . mit dem Oligonukleotidpaar EBI-1820 {5 - 

20 AGGTCTAGAGAATTCGCGQGCGCTCGAGGTACCGQATCCATGGATGTCGACCTGCAGAAGCTTG-3') und 
EBI-1 821 (S'-CTAGCAAGCT 
TCTGGAGGTCGACATCGATGGATGCGQTACGTCGAGGGGCCGCGAATTCTCTAG-3') das Expressions- 
plasmid pAD-CMV2 hergestellt, das die Restriktionsschnittstellen. innerhalb der Multiklonierstelle in umge- 
kehrter Reihenfolge enthalt. Dabel wurde das Plasmid pAD-GMV2 erhalten, das sich mit sSmtlichen 

25 Restriktionsenzymen, einschliefilich NotI, linearisieren lieB. 

Die Nukleotidsequenz des 6414 bp gro0en Plasmtds pAD-CMVI (Fig.5) ist zur GSnze in Rg.6 
dargestellt. 

Die Abschnitte auf dem Plasmid (angegeben In der Numerierung der Basen) entsprechen folgenden 
Sequenzen: 

30 1-21 EBI-1 733. Beginn CMV Enhancer - Promoter (aus CDM8) 
632-649 T7 Promotor 

658-713 Multiklonierstelle (Hindlll bis Xbal aus EBI-1 823, EBI-1829) 
714-1412 SV40 Intron und poly-Adenylierungsstelle (aus CDM8) 
. 1413-2310 5 nicht kodierende Region und Promotor des Hamster DHFR Gen (aus pSV2gptDHFR20) 
35 231 1-2396 Hamster DHFR: Exon 1 

2516 A zu T Mutation zerstort PstI Stelle in DHFR Intron- 1 
2701-3178 DHFR Exons 2-6 (kodierende Region) 
2707 A zu G Mutation zerstort EcoRI Stelle 

3272-3273 Deletion zwischen Bglll und BamHI in DHFR 3'nlcht kodierender Region 
40 3831 Ende DHFR Gen (aus pSV2gptDHFR20) 

3832-4169 SV40 ori (aus pSV2gptDHFR20) 

4170-4648 M13 ori (aus pBluescript SK + ) 

4780-5640 ^-Lactamase (kodierende Region) 

6395-6414 EBI-1 729, Ende der pBluescript Vektorsequenz 
45 Die Herstellung der Plasmide pAD-CMVI und pAD-GMV2 ist in Rg.5 dargestellt. 



Beisprel 9 



Konstrukllon des Plasmids pADTNF-BP fOr die Expression der losllchen Form von TNF-BP 

Urn auf direktem Weg die sekretierte Form von TNF-BP herzustellen. wurde in der fOr einen Teil des 
TNF-Rezeptors kodierenden cDNA (vgl.Beispiel 7; Im folgenden als TNF-R cDNA bezeichnet) nach dem 
55 Godon der C-terminaien Aminosaure des natUrlichen TNF-BP (AAT. Asn-172; entspricht Pos.201 in Fig.9) 
ein Translatlonsstopcodon eingefilhrt. Dadurch wird die Proteinsynthese an dieser Stelle abgebrochen und 
ermoglicht. TNF-BP direkt in den Zeiluberstand zu sekretleren, ohne eine nachfoigende, mogllcherweise 
geschwindigkeitsbestimmende Reaktion einer proteolytischen Abspaltung In G-termlnaler Richtung gelege- 
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ner Abschnitte des TNF-Rezeptors durchlaufen zu mQssen. 

Qleichzeitig mit der EnfQhrung des Stopcodons mittels PGR wurde die s'-nicht kodierende Region der 
TNF-R cDNA verkurzt, urn das Trans lati on sstartcodon eines weiteren offenen Leserahmens (Basen 72-203 
In Fig.9). der sich 5 von dem des TNF-R befindet, zu entfernen, und am s'-bzw. s'-Ende der cDNA eine 
5 BamHI bzw. EcoRt Schnittstelle eingefUhrt. 

100 ng mit XmnI linearislertes Plasmid pTNF-BP15 (vgl. Beispiel 7) wurden mit je 50 pmol der 
Oligonukleotide EBI-1986 (Sense. 5'-CAGGATCCGAGTCTCAACCCTCAAC-3') und EBI-1929 (Antisense, s'- 
GGGAATTCCTTATCAATTCTCAATCTGGGGTAGGGACAACTTC-S'; EinfOhrung zweier Stop-Codons und 
einer EcoRI Stelle) in einem 100 ul PGR-Ansatz Uber 10 Zyklen ampilfiziert. Die Zyklusbedingungen waren 
70 40 Sekunden bei 94' C, 45 Sekunden be! 55 'G und 5 Minuten bei 72 *C. Nacii dem letzten Zyklus wurde 
fQr weitere 7 l\4inuten bei 72* C inkubiert und die Reaktion durch Extraktion mit Phenol-Cliloroform gestoppt. 
Die DNA wurde mit Etiianol prazipitiert und anschiieflend mit BamHI und EcoRl doppelt gescfnnitten. Das 
entstandene 0,75 kb DNA Fragment wurde aus einem Agarosegel isoliert und in mit BamHI und EcoRI 
doppelt geschnittenes Plasmid pT7/T3a-19 (BRL) klonlert. Eines der erhaltenen Plasmide, von dem 
75 aufgrund der Sequenzierung des gesamten Inserts festgestellt worden war, da/3 es die gewunschte Sequenz 
aufwies, wurde pTNF-BP benannt. 

pTNF-BP wurde mit BamHI und EcoRI gesclinttten und das 0,75 kb DNA Insert in das mit BamHI und 
EcoRI geschnittene Expressionspiasmid pAD-GMVI kloniert, Bn erhaltenes Plasmid der gewunschten 
Zusammensetzung wurde pADTNF-BP benannt {Flg.7A). 

20 

Beispiel 10 



25 Konstruktion des Plasmides pADBTNF-BP fur die Expression der iOsllchen Form von TNF-BP 

FOr eine weitere Variante eines Expressionsplasmides fOr die Produktion von sekretiertem TNF-BP 
wurde die 5'-nlcht kodierende Region der TNF-R cDNA gegen die s'-nicht kodierende Region der humanen 
)9-Globin mRNA ausgetausclit. Der Grund dafUr war die Feststellung, dafl die Nukleotidsequenz unmittelbar 

30 vor dem Translationsstartcodon der TNF-R Sequenz deutiicii von der fOr effiziente Expression eukaryoti- 
scher Gene gefundenen Konsensussequenz (Kozak,1 987) abweicht, wogegen die 5 -nicht kodierende 
Region der /S-Globin mRNA sehr gut mit dieser Konsensussequenz Qbereinstimmt (l-awn et a!., 1980^. 
Mittels des Ollgonukleotlds EBI-2452 (5- 

CACAGTCGACTTACATTTGCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGGAACCTCAAACAGAGACCATGGGCCTC- 

35 TCCACCGTGC-a'). das nach einer Sail Restriktionssciinrttstelle die authentis^ihe s'-nicht kodierende Se- 
quenz, entsprechend der humanen )9-Globin mRNA-Sequenz, gefolgt von 20 Basen der kodierenden Region 
von TNF-BP enthielt. wurde In einer PGR die TNF-R Sequenz modifizlert. 100 ng mit EcoRI linearislertes 
Plasmid pTNF-BP wurden In 100 ul Reaktlonsansatz mIt je 50 pmol der Oligonukleotide EBl-2452 und EBI- 
1922 (Antisense, 5'-GAGGCTGGAATTGAAGG-3';bindet an die huTNF-R Sequenz bei Pos. 656) in 20 PCR- 

40 Zyklen {40 sec bei 94* G, 45 sec bei 55 'G. 90 sec bei 72 'G) ampilfiziert Nach Reinigung des PCR- 
Produktes durch Extraktion mit Phenol-Ghloroform und Ethanolfaliung wurde die DNA mit Sail und Bglll 
doppelt geschnitten und das entstandene 0.51 kb DNA Fragment aus einem Agarosegel isoliert. Der 
entsprechende Tell der TNF-R Sequenz wurde aus dem Plasmid pTNF-BP durch Schneiden mit Sail und 
Bglll entfernt, der 3.1 kb lange Plasmidteii aus einem Agarosegel Isoliert und mit dem 0,51 kb langen PGR- 

45 Produkt llgiert. Nach Transformation von E.coli wurden sieben der erhaltenen Plasmide sequenzlert. Eines 
dieser Plasmide enthielt genau die gewOnschte Sequenz. Dieses Plasmid wurde pBTNF-BP benannt 

Das gesamte Sail - EcoRI Insert von pBTNF-BP wurde In das ebenso geschnittene Expressionspiasmid 
pAD-GMVI kloniert und das erhaltene Plasmid pADBTNF-BP benannt (Rg.7B). 

so 

Beispiel 11 



Isolierung von Ratten TNF-R cDNA Klonen 

55 

ZunMchst wurde eine Raltenhlm-cDNA analog der HS913T cDNA Bibliothek (vgl. Beispiel 4) aus der 
. Ratten Gila Tumor Zelllnle C6 (ATCG Nr. GCL107) in X-gtll hergestellt 

600.000 Phagen der Rattenhirn cDNA Bibliothek in X-gtll wurden, wie in Beispiel 6 beschrieben, durch 
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Hybridisierung gescreent. Als Sonde wurde das gereinigte EcoRI Insert von pTNF-BP30 (vgl.Beispiel 6) 
verwendet Etwa 100 ng DNA wurden mit 1 ug Random Hexamer Primer anstatt der spezfflschen 
Oiigonukleotide. wie In Beispiel 6 beschrieben. nnit [a-^P]dCTP radioaktiv marklert. Eingebaut wurden 
25x10^ cpm. Die Hybridisierung der Filter erfolgte unter glelchen Bedingungen wie in Beispiel 6. Die RIter 

5 wurden zweimal 30 Minuten bel Raumtemperatur in 2xSSC/0,1% SDS und drelmal 30 Minuten bei 65* C in 
2xSSC/0,1%SDS und zweimal 30 Minuten bei 65'C in 0,5xSSC/0.5%SDS gewaschen. Die luftgetrockneten 
Filter wurden anschlieflend an Kodak XAR Rontgenfilm 16 Stunden unter Verwendung einer VerstSricerfolle 
bei -70 'C exponiert. Insgesamt wurden 10 hybridisierende Plaques Identlfizisrt und durch Plaquereinlgung 
vereinzelt. Nach drelmaliger Plaquereinlgung wurden schlieBllch drel X-Klone (X-raTNF-R #3, 4, 8) vereinzelt 

10 und die Phagen DNA. wie beschrieben, dargestellt 

Die Lange der cDNA Inserts wurde nach Schneiden der X-DNA mit EcoRI und Auftrennung in einem 
Agarosegel mit 2.2 kb fQr die Klone raTNF-R3 und raTNF-R8 und 2,1 kb fOr Klon raTNF-R4 bestimmt. Die 
EcoRI Inserts der Klone XraTNF-R3 und 8 wurden in ebenso geschnittenen M13mp19 kloniert und die DNA 
Sequenz mit universellen Sequenzierprimern und spezifisch synthetisierten Oligonukleotidprimern bestimmt. 

75 Die vollstandige Nukleotidsequenz von raTNF-R8 ist in Fig.8 dargestellt. Die ersten und letzten sleben 
Basen entsprechen den EcoRI-Linkem. die bei der Herstellung der cDNA-Bibliothek angefugt worden waren. 



Beispiel 12 

20 

Isolierung eines Kions, enthaltend die vollstandige fOr den humanen TNF-Rezeptor kodierende cDNA 

Die vollstandige cDNA des Ratten TNF-R erieichterte die Suche nach dem noch fehlenden 3'-Teil der 

25 humanen TNF-R cDNA. 

Als Sonde fur die Hybridislemng wurde das 0,4 kb lange PCR-Produkt der Primer EBI-2316 (s'- 
ATTCGTQCGGCGCCTAG-3': bindet an TNF-R mit 2.Base von EcoRI. an der TNF-R cDNA abbricht) und 
EBI-2467 (5'-GTCGGTAGCACCAAQGA-3'; bindet ca. 400 Basen vor poly-A an cDNA-Klon. entspricht Pes. 
1775 in raTNF-R) mit XraTNF-R8 als Vorlage eingesetzt. Dieses DNA Fragment entspricht der Region der 

30 Ratten TNF-R cDNA, von der angenommen wurde. daB sle der. welche der internen EcoRI Stelle im 
humanen TNF-R folgt, entspricht 

2,5x10^ cpm der raTNF-R Sonde wurden eingesetzt, um 600.000 Plaques der HS913T cDNA-Blbliothek 
2u hybridisieren. Die Hybridisierbedlngungen entsprachen den in Beispiel 6 angegebenen. Die Filter wurden 
zweimal 30 Minuten bel Raumtemperatur in 2xSSC/0,1%SDS und zweimal 30 Minuten bei 65 *C in 

35 2xSSC/0,1%SDS gewaschen, an der Lu'ft getrocknet und an Kodak XAR RSntgenfilm unter Verwendung 
einer Verst§rkerfolle 3 Tage bet -70 'C exponiert. Sechs positive Plaques wurden identifiziert. in zwei 
welteren Runden Plaques gereinigt und X-DNA dargestellt (X-TNF-R #2. 5, 6, 8, 11, 12). Nach Schneiden 
der X-DNA mit EcoRI wiesen alle Klone eine DNA Bande mit etwa 0,8 kb Lange auf. XTNF-R2 und 11 
enthlelten zusatzllch ein EcoRI Fragment mit 1,3 kb. Die beiden EcoRI Inserts aus XTNF-R2 wurden in die 

40 EcoRI Stelle von Plasmid pUG218 (IBl) subkloniert und anschlieBend sequenztert. Die Sequenz des 1,3 kb 
EcoRI Fragments entsprach der von cDNA Kion pTNF-BP15, das 0,8 kb EcoRI Fragment entspricht dem 3'- 
Abschnitt der TNF-R mRNA und enthalt vor der EcoRI-Linker Sequenz einen poly-A Schwanz mit 16 A 
Resten. XTNF-R2 enthSIt demnach die vollstSndlge kodierende Region des humanen TNF-R, dargestellt In 
Fig.9. 

45 

Beispiel 13 



50 Konstruktlon der Plasmlde pADTNF-R und pADBTNF-R fUr die Expression des gesamten humanen TNF- 
Rezeptors 

Zunachst wurde, Shnlich wie Im Beispiel 9 fUr pTNF-BP bzw. pADTNF-BP beschrieben, ein Plasmid 
konstruiert, in dem die s'-nicht kodierende Region von pTNF-BP15 vericOrzt, Im Unterschied zu den im 
66 Beispiel 9 beschriebenen Plasmlden jedoch das 3'-Ende von pTNF-BP15 beibehalten wurde. Dazu wurde 
unter identischen Bedingungen wie in Beispiel 9 mit dem Qligonukleotid EBI-1986 und dem M13 -40 
Universaiprimer (5'-GmTCGGAQTCACQAC-3') pTNF-BP15 mit PGR amplifiziert. Das PGR Produkt wurde 
mit BamHI und EcoRI doppelt geschnitten und In das Plasmid pT7/r3ar19 kloniert. Etnes der erhaltenen 



28 



EP 0 393 438 A2 



Plasmide wurde pTNF-BP15B benannt. 

pTNF-BP156 wurde mit BamHI und EcoRl geschnitten und das 1,26 kb DNA Insert in mit BamHl und 
EcoRl geschnittenes Expressionsplasmid pAD-CMV1 ktoniert. Bn erhaltenes Plasmid der gewUnschten 
Zusammensetzung wurde pADTNF-BP15 benannt. 

5 Dieses Plasmid wurde mit EcoRl linearislert und in die Schnlttstelle das 0,8 kb EcoRl Fragment, Isollert 
aus XTNF-R2. ktoniert. Nach Transformation von E.coli wurden einige wahllos isolierte Plasmide durch 
Schnelden mit verschiedenen Restrlktlonsenzymen auf die korrekte OrientJeaing des eingesetzten EcoRI 
Fragments QberpfQft. Bn Plasmid. bezeichnet als pADTNF-R (Rg.7C). wurde noch genauer auf korrekte 
Orientierung untersucht, indem das Insert ausgehend vom 3'-Ende der insertierten cDNA mit dem 

10 Ollgonukleotid EBI-2112 (s'-GTCCAATTATGTCACACC-s'), das nach der Multiklonierstetie an das Plasmid 
pAD-CMV1 und seine Derivate bindet, sequenziert wurde. 

EIn weiteres Expressionsplasmid, in dem die 5 -niclit kodierende Region des TNF-R gegen die von /3- 
Giobln ausgetauscht ist, wurde konstruiert. Plasmid pADBTNF-BP wurde mit Bglll vollstSndig gesciinitten, 
um das 1.1 kb Bglll Fragment zu entfernen, die DNA-Enden wurden nachfolgend mit alkalischer Phosphata- 

75 se aus Kalberdanri depliosphoryllert und der Plasmidvektor (5,9 kb) met der jS-GIobln s'-nlcht kodlerenden 
Region des ^-Globingens und dem s'-Teil der TNF-R kodierenden Region aus einem Agarosegel Isoliert. 
Plasmid pADTNF-R wurde mit Bglll geschnitten und das 2,5 kb DNA Fragment, enthaltend den 3 -Abschnitt 
der TNF-R cDNA bis zur Promoterregion des nachfolgenden DHFR-Gens, aus einem Agarosegel isoliert 
und in den zuvor praparierten Plasmidvektor kioniert. EIn nach Transformation von E.coli erhaltenes Plasmid 

20 mit dem In korrekter Orientierung insertierten Bglll-Fragment wurde pADBTNF-R benannt (Rg.7D). 



Beispiei 14 

25 

Bcpression von loslichem TNF-BP In eukaryotlschen Zeilinlen 



a) EUSA-Test 

30 - • 

In diesem Beispiei wurde der Nachweis von TNF-BP mittels ELISA-Test wie folgt durchgefOhrt: 
96-Napf Mikrotiterplatten wurden pro Napf mit 50 ul 1:3000 verdUnntem polyklonalem Kaninchen-Serum 
(polykionale Kaninchenantlk6rper, hergestellt durch Prazipitatlon von Antiserum mit Ammoniumsulfat. End- 
konzentration 50 % Sattigung) gegen natlirliches TNF-BP 18 Stunden bei 4*C beschichtel, einmal mit 

35 0.05% Tween-20 in PBS gewaschen und frele BIndungsstellen mit 150-200 ul 0.5% Rindersemmalbumin, 
0.05% Tween-20 in PBS (PBS/BSSn"ween) eine Stunde bei Raumtemperatur blockiert. Die Napfe wurden 
einmal mit 0,05% Tween-20 in PBS gewaschen und 50 ttl ZellGberstand Oder bekannte Mengen von 
natOrllchem TNF-BP (vgl. Tab.3 und 4) und 50 ul einer 1:10.000-fachen VerdGnnung eines polyklonalen 
Mauseserums gegen TNF-BP aufgetragen und zwel Stunden bei Raumtemperatur inkubiert Anschllefiend 

40 wurden die Ngpfe dreimal mit 0,05% Tween-20 In PBS gewaschen und 50 ul Kaninchen antl-Maus Ig- 
Peroxldase Konjugat (Dako P161; 1:5000 in PBS/BSA/Tween), zugegeben und weitere zwel Stunden bei 
Raumtemperatur Inkubiert. Die Napfe wurden drelma) mit Tween/PBS gewaschen und die Farbereaktion mit 
Orthophenylendiamin (3 mg/ml) und Na-Perborat (1 mg/ml) in 0,067M Kalium-Citrat pH 5,0, 100 ul/Napf, 20 
Minuten bei Raumtemperatur unter Lichtschutz durchgefOhrt. Nach Zugabe von 100 ul 4N H2SO4 wurde die 

45 Farbintensitat bei einer WellenlSnge von 492 nm in einer Mikrofilmplatten-Photometer photometrisch 
gemessen. 

b) Transiente Expression von ISsllchem TNF-BP In eukaryotlschen Zeilinlen 

50 

Etwa 10^ Zellen (COS-7) pro 80 mm Petrischale wurden 24 Stunden vor der Transfektion in RPiy)l-1640 
Medium mit 10% hitzeinaktivlertem fStaiem KSIberserum angesetzt und bei 37* C In 5% CO2 Atmosphare 
inkubiert. Die Zellen wurden mit einem Qummlschaber von der Petrischale gelSst und 5 Minuten bei 1200 
UpM bei Raumtemperatur abzentrlfugiert (Heraeus Minifuge, Ausschwing-Rotor 3360), einmal mit 5 ml 
65 serumfreiem Medium gewaschen, 5 Minuten bei 1200 UpM zentrlfugiert und in 1 ml Medium, versetzt mit 
250 ug/ml DEAE-Dextran und 10 ug Plasmid DNA (vgl. Tab.3, gereinigt durch zweimailge CsCI Dichtegra- 
dientenzentrifugation) suspendiert. Die Zellen wurden 40 Minuten bei 37* C inkubiert, einmal mit 5 ml 
Medium mit 10% KSIberserum gewaschen und in 5 ml Medium mit 100 ug/ml Chloroquin suspendiert. Die 
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Zellen wurden eine Stunde bei 37 *C Inkubiert, einmal mil Medium gewaschen und mit 10 ml frischem 
Medium bei 37 'C inl<ubiert. Nach 72 Stunden wurde der ZellQberstand geemtet und zum Nachwels des 
sekretierten TNF-BP verwendet. 

5 Tabelle 3: 



Zellinie 


COS-7 


ohne Plasmid 

pADTNF-BP 

pADBTNF-BP 


< 5 ng/mi 
7,5 ng/ml 
146 ng/ml 



76 

c) Herstellung permanent TNF-BP produzierender Zellinien 



Die Dlhydrofolatreduktase{DHFR)-defiziente Hamster Ovarial Zellinie CHO DUKX Bll (Uriaub und Cha- 
sin, 1980) wurde mit Plasmid pADBTNF-BP mittels Kalzium-Phosphat Prazipltation transfiziert (Current 
protocols in molecular biology. 1987). Vier dicht bewachsene Zellkultur-Raschchen (25 cm^. 5 ml Kuiturme- 
dium pro Flaschchen) wurden mit je 5 ug DNA transfiziert; nacli vierstOndiger Inkubation bei 37 wurde 
das Medium entfernt und durch je 5 ml Selektionsmedium (MEM alpha Medium mit 10 % dialysiertem 
f5talem Rinderserum) ersetzt. Nach Inkubation Ober Nacht wurden die Zellen mittels Trypsin-L6sung 
abgelost; die Zellen aus jedem Flaschchen wurden in zwei 96-Napf Gewebekulturplatten aufgeteilt (100 
Ul/Napf in Selektionsmedium). In etwa wochentlichen Abstanden wurde frisches Medium zugegeben. Nach 
etwa vier Wochen konnten in 79 Napfen Zellklone beobachtet werden. Die UberstMnde wurden im ELISA 
auf TNF-BP Aktivltat getestet. 37 Oberstande zeigten Aktivhat im ELISA. Die Ergebnisse des ELISA-Tests 
einlger posiver Klone ist In Tab.4 dargestellt. 

Tabelle 4: 



35 



Probe 


Absorption bei 492 




nm 


TNF-BP Standard 




1 ng/ml 


0,390 




10 ng/ml 


1,233 




100 ng/ml 


1.875 




Kulturmedium 


0.085 


(Negativkontrolle) 




Klon 


A1G3 


0,468 




A2F5 


0,931 




A3A12 


0.924 




A4B8 


0.356 




A5A12 


0,806 




A5B10 


0.915 




A5C1 


0.966 





55 

Beisplel 15: 
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RNA Analyse (Northern Blot) des humanen TNF-Rezeptors 

Je 1 ug poly-A* RNA (Isoliert aus HS913T (Rbrosarkom), Plazenta und Milz wurden In einem 1,5%igen 
vertikalen Agarosegel (10mM Na-Phosphatpuffer pH=7.0, 6,7 % Formaldehyd) elektrophoretisch aufge- 

5 trennt. Als GrSBenmarker wurde eine durch BnfQllreaktion mit (a-32P)dCTP und Klenow-Enzym radloaktiv 
markierte Kilobasenlelter (Bethesda Research Laboratories) verwendet. Das Formaldehyd wurde durch 
Wassem aus dem Gel entfemt und die RNA in 20x SSC auf eine Nylon-Membran (Qenescreen plus, NEN- 
DuPont) transferlert. Die RNA wurde durch UV-Bestrahlung (100 Sekunden) auf der Membran kovalent 
gebunden. Die IViembran wurde 2 Stunden be! 65'C In Church-Puffer (Church and Gilbert, 1984), (0,5 M 

70 Na-Phosphat pH»7.2, 7 % SDS, 1 mM EDTA) prShybridislert und 19 Stunden be! 65* C in frischem 
Church-Puffer mit 3x10^ cpm P-32 markierter DNA Sonde (EcoRI Insert von pTNF-BP30) hybridisiert. Das 
Filter wurde dreimal 10 Minuten bel Raumtemperatur in Waschpuffer (40 mM Na-Phosphat pH=7.2. 1 % 
SDS) und anschllefiend viermal 30 Minuten be! 65*0 in Waschpuffer gewaschen und 18 Stunden auf 
Kodak XAR Rontgenfilm unter Verwendung einer Verstarkerfolie bei -70* C exponiert. 

15 Das Autoradiogramm (Rg.lO) zelgt eine singulare RNA Bande eIner LSnge von 2.3 kb fOr den humanen 
TNF-Rezeptor in den analysierten Qeweben bzw. der Zellinie HS913T. 



Beisplel 16: 

20 

Expression des TNF-Rezeptors 

Fur die transiente Expression wurden 5 - 10x10' COS-7 Zellen 40 Minuten lang mit 10 ug pADTNF-R- 
25 Plasmid-DNA In einer Losung enthaltend 250 ug/ml DEAE Dextran und 50 ug/ml Chloroquin Inkubiert. Als 
Kontrolle wurde pADCMV-1-DNA verwendet. Nach der Transfektion wurden die Zellen gewaschen und 
anschlie/Jend 48 h lang gezuchtet. Die Expression des TNF-Rezeptors wurde durch^Bindung von ^25|.tnf 
nachgewiesen. FOr die Bindungstests wurden die Zellen gewaschen, 1 h lang bei 4*C mit 10 ng i^sj-xMP 
(speziflsche RadioaktlvitSt 38.000 cpm/ng) mit Oder ohne 200fachen Oberschufl an unmarklertem TNF 
30 inkubiert, gewaschen, und die an die Zellen gebundene Radioaktivitat In einem Gamma-ZShler gemessen. 
Die speziflsche Bindung betrug bei der Kontrollprobe 2062 cpm, bei den mit TNF-Rezeptor DNA transfer- 
mierten Proben 6150 cpm (die Werte sind ausgedruckt als mittlere gebundene cpm: die Standardabwei- *. 
Chung, bestimmt aus Parallelversuchen, ist berucksichtigt. Unspezifischer Untergrund in Anwesenheit von 
unmarkiertem TNF wurde von den Werten abgezogen). 

35 
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1. DNA, kodlerend fQr einen TNF-Rezeptor Oder fOr Fragmente davon, dadurch gekennzeichnet, daB sie 
die Formel 

ATG GGC CTC TCC ACC GTG CCT GAC CTG CTG CTG CCA CTG GTG CTC CTG GAG CTG TTG GTG 
GGA ATA TAC CCC TCA GGG GTT ATT GGA CTG GTG CCT CAC CTA GGG GAC AGG GAG AAG AGA 

35 GAT AGT GTG TGT CCC CAA GGA AAA TAT ATC CAC CCT CAA AAT AAT TCG ATT TGC TGT ACC 
AAG TGC CAC AAA GGA ACC TAC TTG TAC AAT GAC TGT CCA GGC CCG GGG CAG GAT ACG GAC 
TGC AGG GAG TGT GAG AGC GGC TCC TTC ACC GCT TCA GAA AAC CAC CTC AGA CAC TGC CTC 
AGC TGC TCC AAA TGC CGA AAG GAA ATG GGT CAG GTG GAG ATC TCT TCT TGC ACA GTG GAC 
CGG GAC ACC GTG TGT GGC TGC AGG AAG AAC CAG TAC CGG CAT TAT TGG AGT GAA AAC CTT 

40 TTC CAG TGC TTC AAT TGC AGC CTC TGC CTC AAT GGG ACC GTG CAC CTC TCC TGC CAG GAG 
AAA CAG AAC ACC GTG TGC ACC TGC CAT GCA GGT TTC TTT CTA AGA GAA AAC GAG TGT QTC 
TCC TGT AGT AAC TGT AAG AAA AGC CTG GAG TGC ACG AAG TTG TGC CTA CCC CAG ATT GAG 
AAT GTT AAG GGC ACT GAG GAC TCA GGC ACC ACA GTG CTG TTG CCC CTG GTC ATT TTC TTT 
GGT CTT TGC CTT TTA TCC CTC CTC TTC ATT GGT TTA ATG TAT CGC TAC CAA CGG TGG AAG 

45 TCC AAG CTC TAC TCC ATT GTT TGT GGG AAA TCG ACA CCT GAA AAA GAG GGG GAG CTT GAA 
GGA ACT ACT ACT AAG CCC CTG GCC CCA AAC CCA AGC TTC AGT CCC ACT CCA GGC TTC ACC 
CCC ACC CTG GGC TTC AGT CCC GTG CCC AGT TCC ACC TTC ACC TCC AGC TCC ACC TAT ACC 
CCC GGT GAC TGT CCC AAC TTT GCG GCT CCC CGC AGA GAG GTG GCA CCA CCC TAT CAG GGG 
GCT GAC CCC ATC CTT GCG ACA GCC CTC GCC TCC GAC CCC ATC CCC AAC CCC CTT CAG AAG 

60 TGG GAG GAC AGC GCC CAC AAG CCA CAG AGC CTA GAC ACT GAT GAC CCC GCG ACQ CTG TAC 
GCC GTG GTG GAG AAC GTG CCC CCG TTG CGC TGG AAG GAA TTC GTG CGG CGC CTA GGG 
CTG AGC GAC CAC GAG ATC GAT CGG CTG GAG CTG CAG AAC GGG CGC TGC CTG CGC GAG 
GCG CAA TAC AGC ATG CTG GCG ACC TGG AGG CGG CGC ACQ CCG CGG CGC GAG GCC ACG 
CTG GAG CTG CTG GGA CGC GTG CTC CGC GAC ATG GAC CTG CTG GGC TGC CTG GAG GAC ATC 

55 GAG GAG GCG CTT TGC GGC CCC GCC GCC CTC CCG CCC GCG CCC AGT CTT CTC AGA TGA 
Oder Abschnltte davon aufweist, einschlieClich ihrer degenerierten Varianten. 

2, DNA nach Anspruch 1, kodierend fOr sekretierbares TNF-bindendes Protein, dadurch gekennzeich- 
net, da/} sie die Formel 
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TGC 
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TGC 
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TGC 
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TTT 
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TGT 
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TCC 


TGT 
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aufweist, wobei gegebenenfalls fehit Oder eine fOr ein in vivo abspaltbares (Poly)peptid kodrerende DNA 
darstellt. einschliefllich ihrer degenerierten Varianten. 

3. DNA nach Anspruch 2. kodlerend fUr sekretierbares TNF bindendes Protein, dadurch gekennzeich- 
net. daiS sie die In Anspruch 2 definierte Formel aufweist. wobei eine zur Ganze oder teilweise fOr eine 
Signalsequenz kodierende DNA darstellt. 

4. DNA nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daj3 daB B? die Formel CTG GTC COT CAC CTA 
GGG GAC AGG GAG AAG AGA aufweist. 

5. DNA nach Anspruch 3. dadurch gekennzeichnet, da/J R^ fur R3 CTG GTC CCT CAC CTA GGG GAC 
AGG GAG AAG AGA steht, wobei R^ eine fQr eIn Signaipeptid kodierende DNA darstellt. 

6. DNA nach Anspmch 5, dadurch gekennzeichnet, dafl R^ ftlr 

ATG GGC CTC TCC ACC GTG CCT GAC CTG CTG CTG CCA CTG GTG CTC CTG GAG CTG TTG GTG 

GGA ATA TAC CCC TCA GGG GTT ATT GGA 

steht. " "~ 

7. NukleinsSuren, dadurch gekennzeichnet, dal5 sle mit der Im Anspruch 1 defmierten DNA oder 
Abschnitten davon unter Bedingungen niedriger Strlngenz hybridisieren und fOr ein Polypeptid mit der 
Fahigkeit, TNF zu binden, kodieren oder die fur ein solches Polypeptid kodierende Sequenz enthalten. 

8. Rekombinantes DNA-Molekul, dadurch gekennzeichnet, dad es die in Anspruch 1 definierte DNA- 
Sequenz oder eine degenerierte Variante oder mindestens ein Fragment davon enthalt, 

9. Rekombinantes DNA-MolekQI nach Anspruch 8, repHzierbar in prokaryotlschen oder eukaryotlschen 
Wirtsorganismen, dadurch gekennzeichnet, da/3 es, funktionell verbunden mit der in Anspruch 2 definierten 
DNA-Sequenz oder einer degenerierten Variante oder mindestens einem Fragment davon, Expressionskon- 
trolisequenzen enthalt. 

10. Rekombinantes DNA-Molekul nach Anspmch 9, repllzlerbar in Saugetierzellen. 

11. Rekombinantes DNA-MolekQI nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dafl es eine In einem der 
AnsprOche 2 bis 6 definierte DNA enthMlt. 

12. Rekombinantes DNA-MolekUI nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dai3 es die in Anspmch 6 
definierte DNA enthSIt. 

13. Rekombinantes DNA-MolekUI nach Anspruch 12 mit der Bezeichnung pADTNF-BP. 

14. Rekombinantes DNA-MoIekOI nach Anspmch 12 mit der Bezeichnung pADBTNF-BP. 

15. Rekombinantes DNA-MoIekOi, replizierbar in prokaryotischen oder eukaryotlschen Wirtsorganismen. 
dadurch gekennzeichnet, dafl es eine in Anspruch 1 definierte, gegebenenfalls modifizlerte, DNA oder 
mindestens ein Fragment davon enthalt 

16. Rekombinantes DNA-MolekOI nach Anspruch 15, replizierlDar in SSugetierzellen. 

17. Rekombinantes DNA-MolekUI nach Anspruch 16 mit der Bezeichnung pADTNF-R. 

18. Rekombinantes DNA-MolekUl nach Anspruch 16 mIt der Bezeichnung pADBTNF-R, 

19. Wirtsorganismus, transfonniert mit mindestens einem der in den AnsprOchen 11 bis 14 defmierten 
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rekombfnanten DNA-MoiekQIe. 

20. Wirtsorganismus, transformiert mit etnem in den AnsprQchen 15 bis 18 definierten rei(omb!nanten 
DNA-Molei<ai. 

21. Relcombinantes Polypeplid, dadurcli gekennzeiciinet, daS es von einer in Anspruch 1 definierten 
6 DNA kodiert wird. 

22. Polypeptid nach Ansprucii 21, dadurch gekennzelchnet daB es der TNF-Rezeptor der Forme! 

met gly leu ser thr val pro asp leu ieu ieu pro ieu va! leu leu glu leu leu val gly lie tyr pro ser giy val lie giy 
leu va! pro his leu giy asp arg giu iys arg asp ser val cys pro gin gly lys tyr lie his pro gin asn asn ser lie 
cys cys thr lys cys his lys gly thr tyr leu tyr asn asp cys pro giy pro gly gin asp thr asp cys arg glu cys glu 

70 ser gly ser phe thr ala ser glu asn his leu arg his cys leu ser cys ser lys cys arg lys glu met gly gin val glu 
lie ser ser cys thr val asp arg asp thr val cys gly cys arg lys asn gin tyr arg his tyr trp ser glu asn leu phe 
gin cys phe asn cys ser leu cys leu asn gly thr val his leu ser cys gin giu lys gin asn thr val cys thr cys his 
ala gly phe phe leu arg giu asn glu cys val ser cys ser asn cys lys lys ser leu giu cys thr lys leu cys leu 
pro gin lie glu asn val lys gly thr glu asp ser gly thr thr val leu leu pro leu val ile phe phe gly leu cys leu leu 

75 ser leu leu phe ile gly leu met tyr arg tyr gin arg trp lys ser lys leu tyr ser ile val cys gly lys ser thr pro glu 
lys glu gly glu leu glu gly thr thr thr iys pro leu ala pro asn pro ser phe ser pro thr pro gly phe thr pro thr 
leu gly phe ser pro val pro ser ser thr phe thr ser ser ser thr tyr thr pro gly asp cys pro asn phe ala ala pro 
arg arg giu val ala pro pro tyr gin gly aia asp pro ile leu ala thr ala ieu ala ser asp pro lie pro asn pro ieu gin 
iys trp glu asp ser ala his lys pro gin ser leu asp thr asp asp pro ala thr leu tyr ala val val glu asn val pro 

20 pro leu arg trp lys glu phe val arg arg leu gly leu ser asp his glu ile asp arg ieu glu leu gin asn gly arg cys 
leu arg glu ala gin tyr ser met leu aid thr trp arg arg arg thr pro arg arg glu ala thr leu glu leu leu gly arg val 
leu arg asp met asp leu leu gly cys leu glu asp ile giu glu ala leu cys gly pro ala aia leu pro pro ala pro ser 
leu leu arg 

Oder ein Polypeptid bestehend aus mindestens einem Fragment davon ist. 

25 23. Polypeptid nach Anspmch 22, dadurch gekennzelchnet. da/3 es TNF bindendes Protein der Formel 
asp ser val cys pro gin gly lys tyr ile his pro gin asn asn ser ile cys cys thr lys cys his lys gly thr tyr leu tyr 
asn asp cys pro gly pro giy gin asp thr asp cys arg glu cys glu ser gly ser phe thr ala ser glu asn his leu 
arg his cys ieu ser cys ser lys cys arg lys glu met gly gin val glu lie ser ser cys thr val asp arg asp thr val 
cys giy cys arg lys asn gin tyr arg his tyr trp ser glu asn leu phe gin cys phe asn cys ser leu cys leu asn 

30 gly thr val his leu ser cys gin glu lys gin asn thr val cys thr cys his aia gly phe phe leu arg glu asn glu cys 
val ser cys ser asn cys lys lys ser leu glu cys thr lys leu cys leu pro gin ile glu asn 
Oder ein funktionelles Fragment oder Derivat mit der FShigkeit, TNF zu binden. ist. 

24. Verfahren zur Herstellung eines Polypeptids nach Anspruch 23, dadurch gekennzelchnet. da5 ein in 
Anspruch 19 definierter Wirtsorganismus gezOchtet und das exprimierte Protein isoliert wird. 

35 25. Verfahren zur Herstellung von rekombinantem TNF-Rezeptor Oder Fragmenten oder Modifikationen 
davon. dadurch gekennzeichnet, daU ein in Anspruch 20 definierter Wirtsorganismus gezuchtet und das 
exprimierte Protein isoliert wird. 

26. Venwendung eines in den Anspruchen 21 und 22 definierten Polypeptids zum Untersuchen von 
Substanzen auf ihre Wechselwirkung mit diesem Polypeptid und/oder mit TNF-a und/oder mit TNF-/3 

40 und/oder auf ihre Beeinflussung der biologlschen Wirkung von TNF-a und/oder TNF-iS. 

27. Venvendung eines in Anspmch 20 definierten Wirtsorganismus zum Untersuchen von Substanzen 
auf ihre Wechselwirkung mit dem TNF-Rezeptor und/oder ihre Beeinflussung der biologischen Wirkung von 
TNF-a/und/oder TNF-/3. 

28. Verwendung eines Polypeptids nach Anspruch 23 zur prophylaktischen oder therapeutischen 
45 Behandiung des menschlichen Korpers bei indlkationen. bei denen eine schadigende Wirkung von TNF-a 

und/oder TNF-fl auftritt. 

29. Verwendung eines Polypeptids nach Anspruch 23 als DIagnostikum zur Bestlmmung von TNF-a 
und/oder TNF-/8. 

30. Phannazeutische Zubereitung. dadurch gekennzeichnet. da/J sie als therapeutisch wirksame Kompo- 
50 nente ein in Anspruch 23 definiertes Polypeptid in einer Menge enthSIt, die die biologische Wirkung von 

TNF-o und/oder TNF-)9 wirksam Inhiblert. 
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Fig. 1/1 

GAATTCTCTGGACTGAGGCTCCAGTTCTGGCCTTTGGGG 
TTCAAGATCACTGGGACCAGGCCGTGATCTCTATGCCCGAGTCTCAACCCTCAACTGTC 
ACCCCAAGGCACTTGGGACGTCCTGGACAGACCGAGTCCCGGGAAGCCCCAGCACTGCC 

ic-kit 

GCTGCCACACTGCCCTGAGCCCAAATGGGGGAGTGAGAGGCCA TAG CTG TCT GGC 

SI S5 SIO S15 

Met Gly Leu Ser Thr Val Pro Asp Leu Leu Leu Pro Leu Val Leu 
ATG GGC CTC TCC ACC GTG CCT GAG CTG CTG CTG CCA CTG GTG CTC 
216 225 234 243 252 

S20 S25 S29 1 

Leu Glu Leu Leu Val Gly He Tyr Pro Ser Gly Val He Gly Leu 
CTG GAG CTG TTG GTG GGA ATA TAC CCC TCA GGG GTT ATT GGA CTG 
261 270 279 288 297 

5 10 15 

Val Pro His Leu Gly Asp Arg Glu Lys Arg Asp Ser Val Cys Pro 
GTG CCT CAC CTA . GGG GAC AGG GAG AAG AGA GAT AGT GTG TGT CCC 
306 315 324 333 342 

20 25 30 

Gin Gly Lys Tyr He His Pro Gin Asn Asn Ser lie Cys Cys Thr 

CAA GGA AAA TAT ATC CAC CCT CAA AAT AAT TCG ATT TGC TGT ACC 

351 360 369 378 387 

35 40 45 

Lys Cys His Lys Gly Thr Tyr Leu Tyr Asn Asp Cys Pro Gly Pro 
AAG TGC CAC AAA GGA ACC TAC TTG TAC AAT GAC TGT CCA GGC CCG 
396 405 414 423 432 

50 55 60 

Gly Gin Asp Thr Asp Cys Arg Glu Cys Glu Ser Gly Ser Phe Thr 

GGG CAG GAT ACQ GAC TGC AGG GAG TGT GAG AGC GGC TCC TTC ACC 

441 450 459 468 477 

65 70 75 . 

Ala Ser Glu Asn His Leu Arg His Cys Leu Ser Cys Ser Lys Cys 

GCT TCA GAA AAG CAC CTC AGA CAC TGC CTC AGC TGC TCC AAA TGC 
486 495 504 513 522 

80 85 90 

Arg Lys Glu Met Gly Gin Val Glu He Ser Ser Cys Thr Val Asp 
CGA AAG GAA ATG GGT CAG GTG GAG ATC TCT TCT TGC ACA GTG GAC 
531 540 549 558 567 

95 100 105 

Arg Asp Thr Val Cys Gly Cys Arg Lys Asn Gin Tyr Arg His Tyr 
C6G GAC ACC GTG TGT GGC TGC AGG AAG AAC CAG TAC CG6 CAT TAT 
576 585 594 603 612 

110 115 120 

Trp Ser Glu Asn Leu Phe Gin Cys Phe Asn Cys Ser Leu Cys Leu 

TGG AGT GAA AAG CTT TTC CAG TGC TTC AAT TGC AGC CTC TGC CTC 
621 630 639 648 657 
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Fig. 1/2 



125 130 135 

Asn-Gly Thr Val His Leu Ser Cys Gin Glu Lys Gin Asn Thr Val 
AAT GGG ACC GTG CAC CTC TCC TGC CAG GAG AAA CAG AAC ACC GTG 
666 675 684 693 702 

140 145 150 

Cys Thr Cys His Ala Gly Phe Phe Leu Arg Glu Asn Glu Cys Val 
TGC ACC TGC CAT GCA GGT TTC TTT CTA AGA GAA AAC GAG TGT GTC 
711 720 729 738 747 

155 160 165 

Ser Cys Ser Asn Cys Lys Lys Ser Leu Glu Cys Thr Lys Leu Cys 
TCC TGT AGT AAC TGT AAG AAA AGC CTG GAG TGC ACG AAG TTG TGC 
756 765 774 783 792 

170 175 180 

Leu Pro Gin lie Glu Asn Val Lys Gly Thr Glu Asp Ser Gly Thr 

CTA CCC CAG ATT GAG AAT GTT AAG GGC ACT GAG GAC TCA GGC ACC 

601 810 819 828 837 

185 190 195 

Thr Val Leu Leu Pro Leu Val He Phe Phe Gly Leu Cys Leu Leu 
ACA GTG CTG TTG CCC CTG GTC ATT TTC TTT GGT CTT TGC CTT TTA 
846 855 864 873 882 

200 205 -210 

Ser Leu Leu Phe He Gly Leu Met Tyr Arg Tyr Gin Arg Trp Lys 

TCC CTC CTC TTC ATT GGT TTA ATG TAT CGC TAC CAA CGG TGG AAG 

891 900 909 918 927 

215 220 _ 225 

Ser Lys Leu Tyr Ser He Val Cys Gly Lys Ser Thr Pro Glu Lys 
TCC AAG CTC TAC TCC ATT GTT TGT GGG AAA TCG ACA CCT GAA AAA 
936 945 954 963 972 

230 235 240 

Glu Gly Glu Leu Glu Gly Thr Thr Thr Lys Pro Leu Ala Pro Asn 
GAG GGG GAG CTT GAA GGA ACT ACT ACT AAG CCC CTG GCC CCA AAC 
981 990 999 1008 1017 

245 250 255 

Pro Ser Phe Ser Pro Thr Pro Gly Phe Thr Pro Thr Liau Gly Phe 
CCA AGC TTC AGT CCC ACT CCA GGC TTC ACC CCC ACC CTG GGC TTC 
1026 1035 1044 1053 1062 

260 265 270 

Ser Pro Val Pro Ser Ser Thr Phe Thr Ser Ser Ser Thr Tyr Thr 
AGT CCC GTG CCC AGT TCC ACC TTC ACC TCC AGC TCC ACC TAT ACC 
1071 1080 1089 1098 1107 

275 280 285 

Pro Gly Asp Cys Pro Asn Phe Ala Ala Pro Arg Arg Glu Val Ala 
CCC GGT GAC TGT CCC AAC TTT GCG GCT CCC CGC AGA GAG GTG GCA 
1116 1125 1134 1143 1152 
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Fig. 1/3 



290 295 300 

Pro Pro Tyr Gin Gly Ala Asp Pro lie Leu Ala Thr Ala Leu Ala 
CCA'CCC TAT CAG GGG OCT GAC CCC ATC CTT GCG ACA GCC CTC GCC 
1161 1170 1179 1188 1197 



305 

Ser Asp Pro lie Pro Asn Pro Leu 
TCC GAC CCC ATC CCC AAC CCC CTT 
1206 1215 1224 

320 

His Lys Pro Gin Ser Leu Asp Thr 
CAC AAG CCA CAG AGC CTA GAC ACT 
1251 1260 1269 

335 

Ala Val Val Glu Asn Val Pro Pro 
GCC GTG GTG GAG AAC GTG CCC CCG 
1296 1305 1314 



310 315 
Gin Lys Trp Glu Asp Ser Ala 
CAG AAG TGG GAG GAC AGC GCC 
1233 1242 

325 330 
Asp Asp Pro Ala Thr Leu Tyr 
GAT GAC CCC GCG ACG CTG TAC 
1278 1287 

340 

Leu Arg Trp 

TTG CGC TGG AA GGAATTC 
1323 1332 
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Fig. 2 
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Fig. 3 
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Fig. 5 
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Fig. 6/1 

pAD-CMVl : 6414 bp 



TCGACATTGA 


TTATTGACTA 


GTTATTAATA GTAATCAATT 


ACGGGGTCA7 


7AG77CATAG 


60 


CCCATATATG 


GAGTTCCGCG 


TTACATAACT TACGGTAAAT 


GGCCCGCC7G 


GC7GACCGCC 


120 


CAACGACCCC 


CGCCCATT6A 


CGTCAATAAT GACGTATGTT CCCATAGTAA CGCCAATAGG 


180 


GACTTTCCAT 


TGACGTCAAT 


GGGTGGAGTA TMACGGTAA ACTGCCCACT TGGCAGTACA 


240 


TCAAGTGTAT 


CATATGCCAA 


GTACGCCCCC TATTGACGTC 


AATGACGGTA 


AATGGCCCGC 


300 


CTGGCATTAT 


GCCCAGTACA 


TGACCTTATG GGACTTTCCT ACTTGGCAGT ACATCTACGT 


360 


ATTAGTCATC 


GCTATTACCA 


TGGTGATGCG GTTTTGGCAG 


7ACATCAA7G 


GGCGTGGA7A 


420 


GCGGTTTGAC 


TCACGGGGAT 


TTCCAAGTCT CCACCCCATT 


GACGTCAA7G 


GGAG777G77 


480 


TTGGCACCAA 


AATCAACGGG 


ACTTTCCAAA ATGTCGTAAC 


AAC7CCGCCC 


CA77GACGCA 


540 


AATGGGCGGT 


AGGCG7GTAC 


GGTGGGAGGT CTATATAAGC 


AGAGCTC7C7 


GGC7AAC7AG 


600 


AGAACCCACT 


GCTTAACTGG 


CTTATCGAAA TTAATACGAC 


7CAC7ATAGG 


GAGACCCAAG 


660 


CTTCTGCAGG 


TCGACATCGA 


TGGATCCGGT ACCTCGAGCG 


CGAA77C7C7 


AGAGGATC77 


720 


TGTGAAGGAA 


CCTTACTTCT 


GTGGTGTGAC ATAATTGGAC 


AAACTACCTA 


CAGAGATTTA 


780 


AAGCTCTAAG 


GTAAA7A7AA 


AATTTTTAAG TGTATAATGT 


GTTAAACTAC 
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CC7CAAG7GG 
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7AGAGCCCC7 


GAGAGCA7GA 


GC7GA7A7GG 


3540 



EP 0 393 438 A2 



Fig. 6/3 



6GGCTCATA6 


AGATAGGAGC 


TAGATGAATA 


AG7ACAAAGG 


GCAGAAA7GG 


G777TAACCA 




GCAGAGCTAG* AACTCAGACT 


TTAAAGAAAA 


TTAGATCAAA 


G7AGAGAC7G 


m « m m Ik Htm A 

AA77A77C7G 


^ ^ f n 


CACATCAGAC 


TCTGAGCAGA 


GTTCTGTTCA 


CTCAGACAGA 


AAATGGGTAA 


ATTGAGAGC7 


^ "7 O 

3720 


GGCTCCATTG 


TGCTCCTTAG 


AGATGGGAGC 


AGGTGGAGGA 


77A7A7AAGG 


7C7GGAACAT 


3780 


TTAACT7CTC 


CGTTTCTCAT 


CTTCAGTGAG 


A^TCCAAGGG 


A7AC7ACAA7 


7C7G7GGAA7 


3840 


GTGTGTCAGT 


TAGGGTGTGG 


AAAGTCCCCA 


6GC7CCCCAG 


CAGGCAGAAG 


7A7GCAAAGC 


3900 


ATGCATCTCA 


ATTAGTCAGC 


AACCAGGTG7 


GGAAAGTCCC 


CAGGC7CCCC 


AGCAGGCAGA 


o a f n 

3960 


AGTATGCAAA 


GCATGCATCT 


CAATTAGTCA 


GCAACCATAG 


7CCCGCCCC7 


AAC7CCGCCC 


il A O A 

4020 




TAACTCCGCC 

X AAW X K^S^ WWW 


CAGTTCCGCC 


CATTCTCCGC 


CCCA7GGC7G 


AC7AA77777 


4080 


»p »p m j» m m »fi JN ni 


W Vi7 W w w w « 


GGCGCCTCTG 


AGCTATTCCA 


GAAG7AG7GA 


GGAGGC7777 


4140 


X XVJUAOwWV^X 


Aw w W X X X X wW 


AAAAAAGCTA 


ATTCAGCCTG 


AA7GGCGAA7 


GGGACGCGCC 


4200 




VWaX XAA\^Ww 


CGGCGGGTGT 


GGTGGTTACG 


CGCAGCG7GA 


CCGC7ACAC7 


4260 


X \aw UAo Vi^iswui 


W XAVsWVSWwWVJ 


CTCCTTTCGC 


TTTCTTCCCT 


7CC777C7CG 


CCACG77CGC 


4320 




wU X v.* AAV9 w X W 


TAAA7CGGGG 


GCTCCCTTTA 


GGG77CCGA7 


77AG7GC777 


^ 4380 




ftAPPCCAAAA 
V9AwWWw/UV%A 


ACTTGATTAG 


GGTGATGGTT 


CACG7AG7GG 


GCCA7CGCCC 


4440 


X w A X AW W 


TTTTTCGCCC 

X X X X X W\9WWW 


TTTGACGTTG 


GAGTCCACGT 


7C777AA7AG 


7GGAC7C77G 


4500 


X X W W AAAV# X U 


SAACAACACT 

W AA W AjnW A W X 


CAACCCTATC 


TCGGTCTATT 


C7777GA777 


A7AAGGGA77 


4560 


X X V.9WWV9ilX X X 


W wwWW X AX X \S 
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CCCAGAAACG 
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CTGGTGAAAG 


TAAAAGATGC 


T6AAGATCAG 


TTGGGTGCAC 


GAG7GGG77A 


CA7CGAAC7G 
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6ATCTCAACA 


GCGGTAAGAT 


CCTTGAGAGT 


TTTCGCCCCG 


AAGAACG777 


TCCAA7GA7G 
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AGCACTTTTA 


AAGT7CTGCT 


ATGTGGCGCG 


GTATTATCCC 


67A77GACGC 


CGGGCAAGAG 
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CAACTC6G7C 


GCCGCATACA 


CTATTCTCAG 


AATGACTTGG T7GAGTACTC 


ACCAG7CACA 
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GAAAAGCATC 


TTACGGATGG 


CATGACAGTA 


AGAGAAT7A7 


GCAG7GC7GC 


CA7AACCA7G 
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AGTGATAACA 


CTGCGGCCAA 


CTTACTTCTG 


ACAACGA7CG GAGGACCGAA 


GGAGC7AACC 
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GCTTTTTTGC 


ACAACATGGG 


GGATCATGTA 


AC7CGCC77G A7CG77GGGA 


ACCGGAGC7G 
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AATGAAGCCA 


TACCAAACGA 


CGAGCG7GAC 


ACCACGA7GC 


C7G7AGCAA7 


GGCAACAACG 
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TTGCGCAAAC TATTAACTGG CGAACTACTT ACTCTAGCTT CCCGGCAACA ATTAATAGAC 5400 

TGGATGGAGG* CGGATAAAGT TGCAGGACCA CTTCTGCGCT CGGCCCTTCC GGCTGGCTGG 5460 

TTTATTGCT6 ATAAATCTGG AGCCGGTGAG CGTGGGTCTC GCGGTATCAT TGCAGCACTG 5520 

GGGCCAGATG GTAAGCCCTC CCGTATCGTA GTTATCTACA CGACGGGGAG TCAGGCAACT 5580 

ATGGATGAAC GAAATAGACA GATCGCTGAG ATAGGTGCC7 CAC7GATTAA GCA7TGGTAA 5640 

CTGTCAGACC AAG7TTACTC ATATATACTT TAGATTGATT TAAAACTTCA TTTTTAATTT 5700 

AAAAGGATCT AGGTGAAGAT CCTTTTTGAT AATCTCA7GA CCAAAATCCC TTAACGTGAG 5760 

TTTTCGTTCC ACTGAGCGTC AGACCCCGTA GAAAAGATCA AAGGATCTTC TTGAGATCCT 5820 

TTTTTTCTGC GCGTAATCTG CTGCTTGCAA ACAAAAAAAC CACCGCTACC AGCGGTGGTT 5880 

TGTTTGCCGG ATCAAGAGCT ACCAACTCXT TTTCCGAAGG TAACTGGCTT CAGCAGAGCG 5940 

CAGATACCAA ATACTGTCCT TCTAGTGTAG CCGTAGTTAG GCCACCACTT CAAGAACTCT 6000 

GTAGCACCGC CTACATACCT CGCTCTGCTA ATCCTGTTAC CAGTGGCTGC TGCCAGTGGC 6060 

GATAAGtrCGT GTCTTACCGG GTTGGACTCA AGACGATAGT TACCGGATAA GGCGCAGCGG 6120 

TCGGGCTGAA CGGGGGGTTC G7GCACACAG CCCAGCTTGG AGCGAACGAC CTACACCGAA 6180 

CTGAGATACC TACAGCGTGA GCATTGAGAA AGCGCCACGC TTCCCGAAGG GAGAAAGGCG 6240 

GACAGGTATC CGGTAAGCGG CAGGGTCGGA ACAGGAGAGC GCACGAGGGA GCTTCCAGGG 6300 

GGAAACGCCT GGTATCTTTA TAGTCCTGTC GGGTTTCGCC ACCTCTGACT TGAGCGTCGA 6360 
TTTTTGTGAT GCTCGTCAGG GGGGCGGAGC CTATGGAAAA ACGCCAGCAA CGCC 
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GAATTCCTTT TCTCCGAGTT TTCTGAACTC TGGCTCATGA TCGGGCTTAC TGGATAC6AG 60 
AATCCTGGAG. GACCGTACCC TGATTTCCAT CTACCTCTGA CTTTGAGCCT TTCTAACCCG 120 
GGGCTCACGC TGCCAACACC CGGGCCACCT GGTCCGATCG TCTTACTTCA TTCACCAGCG 180 
TTGCCAATTG CTGCCCTGTC CCCAGCCCCA ATGGGGGAGT GAGAGAGGCC ACTGCCGGCC 240 
GGAC 
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